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RESUME 
Au cours du developpement embryonnaire, les genes Cdx regulent I'expression 
de genes Hox, impliques dans la formation de I'axe antero-posterieur. Le facteur 
de transcription Cdx2/3 est implique dans I'arret de la proliferation cellulaire et 
I'induction de la differenciation enterocytaire, entre autres par le controle de 
I'expression d'enzymes digestifs et de proteines de jonctions cellulaires. Son 
expression est retrouvee au niveau des enterocytes de la villosite du petit intestin 
ainsi qu'au niveau de I'epithelium du colon proximal. Sa surexpression dans une 
lignee cellulaire epitheliale intestinale de crypte de rat (IEC-6) induit un debut de 
differenciation cellulaire. Cdx2/3 possede egalement un role de suppresseur de 
tumeur, puisque son expression inhabituelle est souvent retrouvee dans certains 
cancers. L'activite transcriptionnelle et la stabilite de Cdx2/3 peuvent etre 
regulees par differentes kinases. Nous avons prealablement demontre que la 
MAPkinase p38oc regule positivement l'activite transcriptionnelle de Cdx2/3 dans 
les cellules differenciees, que le domaine d'interaction de cette kinase avec 
Cdx2/3 se situe aux acides amines 61 a 76 et que la serine 156 serait une cible 
de la MAPkinase p38oc. Le but de mon projet etait d'identifier d'autres domaines 
candidats a la regulation de Cdx2/3 par la MAPkinase p38ot, mais aussi par la 
MAPkinase ERK1/2. 
Pour ce faire, plusieurs mutants de sites putatifs, seuls ou combines, pour la 
phosphorylation par les MAPKs ont ete generes par mutagenese dirigee. Des 
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essais de phosphorylation in vitro sur ces mutants on ete realises afin d'etudier 
leur impact sur la phosphorylation de la proteine. Afin de verifier si d'autres sites 
pouvaient etre impliques dans I'interaction de Cdx2/3 avec les MAPKs, -des 
essais de precipitation GST de mutants de deletion de la portion N-terminale 
Cdx2/3 ont ete effectues. L'expression stable dans la lignee IEC-6 des differents 
mutants a par la suite ete effectuee afin d'observer les phenotypes provoques par 
ces mutations, notamment la regulation de plusieurs autres cibles, observee par 
RT-PCR. 
Nos resultats demontrent que les serines 33, 60, 99 et 156, de meme que le motif 
4 serines situe en C-terminal de la proteine sont des sites de phosphorylation par 
les MAP kinases p38oc et ERK1/2. Nous montrons aussi que les acides amines 
61 a 76 de Cdx2/3 sont necessaires a I'interaction avec la MAPK p38a, alors 
que ERK1/2 se lie aux acides amines 37 a 44 in vitro. Grace aux populations 
stables IEC-6-Cdx2/3 sauvage ou mutants, nous avons demontre que certaines 
mutations affectent le patron de bandes observe en immunobuvardage, le taux 
de proliferation des cellules, la densite de saturation, le phenotype des cellules a 
30 jours post-confluence et l'expression de genes cibles dans les cellules IEC-6. 
Ces resultats montrent que la phosphorylation par les MAPKs representerait un 
mecanisme de regulation important de I'activite transcriptionnelle de Cdx2/3 et 
pourrait moduler ses fonctions reliees a la proliferation et a la differenciation des 
cellules intestinales epitheliales. 
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INTRODUCTION 
1. Developpement du tube digestif chez la souris 
Le tractus digestif origine du repliement d'un feuillet endodermique, qui est 
ensuite remodele pour former le tube digestif double d'un epithelium stratifie. A 
partir du tube vont bourgeonner les poumons, le foie et le pancreas. L'estomac 
quant a lui est une specialisation du tube digestif. La bouche et I'anus sont 
d'origine ectodermiques. Jusqu'au jour embryonnaire 14 chez la souris, toutes les 
cellules intestinales epitheliales indifferenciees proliferent activement. La 
formation des villosites commence au jour embryonnaire 15 et inclut un 
rearrangement du mesenchyme sous-jacent a I'epithelium intestinal. Ce 
phenomene est accompagne d'un effet marque sur les cellules epitheliales. 
L'epithelium devient une monocouche de cellules et les cellules proliferatives 
deviennent restreintes au bas des poches inter-villosites. Ces poches deviendront 
les cryptes, qui se developperont tardivement, debutant au jour 7 apres la 
naissance, par une invagination des poches inter-villosites. Au niveau du colon, 
les villosites sont absentes et les poches inter-villosites forment les glandes du 
colon (Figure 1) (CROSNIER etaL, 2006). 
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Figure 1. Morphogenese de I'intestin grele chez la souris 
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2. L'intestin grele 
L'intestin grele est I'endroit cle d'absorption des nutriments par I'organisme. 
Faisant suite a I'estomac, le chyme qui y passe est digere par plusieurs enzymes 
qui continuent Taction des enzymes salivaires et gastriques. Les nutriments ainsi 
produits, tels que !e glucose, les acides amines et les acides gras, passent de la 
lumiere intestinale vers les vaisseaux sanguins. Certains acides gras et le 
glycerol passent par les vaisseaux lymphatiques. L'eau est plus tard absorbee 
dans le colon. Une flore bacterienne, qui y est egalement presente, desagrege 
certains constituants que les enzymes ne peuvent demanteler, tels le cartilage et 
la cellulose. Chez I'homme, l'intestin grele mesure environ 3 m et possede un 
diametre moyen de 2.5 cm. II peut se diviser en trois segments, soit le 
duodenum, le jejunum et I'ileon. Le duodenum commence au sphincter pylorique 
de 1'estomac jusqu'au jejunum et mesure environ 25 cm. Le jejunum mesure 
environ 1 m et aboutit a I'ileon, qui est le plus long des trois, avec 2 m. Ce dernier 
s'abouche au colon par la valve ileo-caecale (Figure 2). Sa longueur seule 
procure une grande surface pour la digestion et I'absorption, mais elle est 
augmentee par la presence de plis circulaires, eux-m^mes arborant des villosites 
qui sont des cretes digitiformes mesurant de 0.5 a 1 mm (TORTORA, 2000). 
Chaque villosite est en continu avec une invagination dans le tissu conjonctif 
nominee crypte de Lieberkuhn. Tout au fond de cette crypte se trouve la niche de 
cellules souches contribuant au renouvellement de I'epithelium intestinal simple. 
Elles donneront naissance aux quatre types cellulaires formant I'epithelium 
5 
Figure 2. Physiologie du systeme digestif chez I'homme 










intestinal, tout en possedant une capacite de renouvellement pour rester en 
nombre constant. 
3. La cellule epitheliale intestinale 
Les cellules predestinees a se differencier entament une migration vers le haut 
de la villosite. Apres 4 a 6 divisions, les cellules amplificatrices arretent leur 
processus de division lorsqu'elles atteignent le tiers superieur de la crypte. Apres 
leur sortie de la crypte, il s'ecoulera de 2 a 5 jours avant qu'elles n'atteignent 
rextremite de la villosite. Une fois differenciees, les cellules entament un 
processus d'apoptose qui menera a leur relache dans la lumiere intestinale. Elles 
seront remplacees par de nouvelles cellules ascendantes, provenant de la crypte 
(CROSNIER et al., 2006). Quatre types cellulaires emergent de ces cellules 
souches et peuvent etre regroupees en deux categories: secretrices et 
absorbantes (Figure 3). Les cellules secretrices comprennent les cellules de 
Paneth, qui sont les seules cellules differenciees ne subissant pas d'ascension 
vers les villosites. Elles se situent seulement dans les cryptes (Figure 4) et sont 
remplacees suite a leur phagocytose. apres environ 21 jours. Les cellules de 
Paneth secretent des proteines antimicrobiennes, comme le lysozyme et les 
defensines. Ces peptides antimicrobiens creent une barriere entre I'hote et les 
pathogenes exterieurs (WEHKAMP et al., 2006). Les cellules enteroendocrines 
retrouvees le long de I'axe crypte-villosite secretent la secretine et des hormones 
comme les catecholamine et cholecystokine, qui agissent sur les neurones et 
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d'autres types cellulaires de I'intestin afin de controler la croissance, la 
proliferation et I'activite digestive (CROSNIER et al., 2006). Les cellules 
caliciformes, le troisieme type de cellules secretrices, secretent le mucus qui 
protege les cellules a la surface de la villosite et qui aide au bon passage du 
chyle. La cellule absorbante, seule de sa categorie, se caracterise par sa polarite. 
Elle est retrouvee tout au long de la villosite et possede une bordure en brosse 
(microvillosites) au niveau apical. Les microvillosites sont soutenues par des 
microfilaments d'actine et de myosine qui permettent le mouvement. Cette 
bordure en brosse expose de nombreuses proteines de transport et plusieurs 
enzymes. Des jonctions serrees sont retrouvees au niveau de la membrane 
basolaterale. Elles servent de liaison entre les cellules et de separation entre la 
lumiere intestinale et I'espace intercellulaire. Cette membrane possede aussi des 
proteines de transport, differentes de la membrane apicale, mais elle ne produit 
que tres peu d'enzymes (MASSEY-HARROCHE, 2000). 
4. Implication de Cdx dans le developpement 
Le gene Cdx est I'orthologue de caudal, un facteur de transcription a 
homeodomaine qui a ete identifie chez Drosophila melanogaster, d'ou son nom 
Caudal-related homeobox gene (Cdx). Consequemment a son expression elevee 
retrouvee au niveau posterieur de I'embryon de la drosophile, caudal possede un 
role dans 1'etablissement des domaines posterieurs de I'embryon. Ces domaines 
8 
Figure 3. Les quatre classes de cellules differenciees 
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sont le point de gastrulation, ou il y aura invagination du posterieur (hindgut), et 
donneront naissance a I'intestin. Caudal est responsable de I'induction de genes 
cibles tels folded gastrulation, qui active la reorganisation du cytosquelette 
d'actine pour effectuer I'invagination, de forkhead qui maintien I'expression des 
genes qui seront exprimes dans I'intestin et empeche I'apoptose, et de wingless 
qui est requis lors de I'etablissement de I'ebauche de I'intestin posterieur, pour la 
mitose du post-blastoderme et pour le maintien de I'intestin posterieur (LENGYEL 
et IWAKI, 2002; WU et LENGYEL, 1998). Les orthologues de ces genes, soit fog 
(folded gastrulation), FoxA (forkhead) et Wnt (wingless) possedent chez les 
vertebras des roles relies a ceux retrouves chez la Drosophile. Cela suggere 
done qu'une cassette impliquee dans la gastrulation, le rearrangement cellulaire 
et I'elongation axiale a ete conservee au cours de 1'evolution (LENGYEL et 
IWAKI, 2002). Chez I'homme, le rat et la souris, trois homologues ont ete 
identifies, Cdx1, Cdx2 et Cdx4. Chez le hamster, Cdx3 correspond presque 
parfaitement a Cdx2 de la souris, d'ou la nomenclature Cdx2/3 utilisee tout au 
long de ce memoire. Cdx4 n'est que tres peu etudie. II est situe sur le 
chromosome X et ne joue aucun role dans le developpement de Pepithelium 
intestinal. Par contre, Cdx1 est associe a la proliferation et Cdx2 a la 
differentiation des cellules epitheliales intestinales. L'expression et le role de 
Cdx1 et Cdx2 peuvent se separer en deux stades au cours du developpement. 
Au premier stade, l'expression de Cdx1 est presente du jour 7.5 a 12 postcoitum, 
debutant avec une expression dans I'ectoderme et le mesoderme du sillon 
primitif, puis se poursuivant dans le neuroectoderme, les somites et les 
bourgeons en developpement. L'expression de Cdx2 commence au jour 3.5 
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postcoitum dans I'ectoderme extra-embryonnaire (trophectoderme du 
blastocyste), puis au niveau de I'ectoderme, mesoderme et epiderme de 
I'embryon au jour 8.5. Au deuxieme stade, I'expression de Cdx1 et Cdx2 n'est 
retrouvee qu'au niveau de I'intestin grele et du colon, et cela jusqu'a I'atteinte de 
I'age adulte (SILBERG et al., 2000). [.'expression de Cdx1 et Cdx2/3 dans 
I'epithelium intestinal adulte des mammiferes est retrouvee selon un gradient bien 
defini. Selon I'axe cephalo-caudal, I'expression de Cdx1 possede un gradient 
croissant de la fin du duodenum vers le colon distal, alors que I'expression de 
Cdx2/3 debute au niveau du duodenum, est a son maximum au niveau de I'ileon 
et du colon proximal, et devient presque nulle au niveau du colon distal 
(SILBERG et al., 2000). Au niveau de I'epithelium de I'intestin et du colon, Cdx1 
est exprime majoritairement au niveau de la crypte et des cellules amplificatrices, 
mais son expression est tout de meme detectee a la surface des enterocytes de 
la villosite et des colonocytes. Cdx2/3 possede un gradient d'expression selon 
I'axe crypte-villosite (JAMES et al., 1994; SILBERG et al., 2000), et semble 
posseder un patron de phosphorylation different le long de I'axe (RINGS et al., 
2001), ce qui suggere une modulation de son activite par la phosphorylation. 
Caudal et ses orthologues regulent done ('elaboration de I'axe cephalo-caudal, la 
segmentation de I'embryon et le developpement des organes et membres 
posterieurs du corps, de meme que le maintien de I'intestin et I'expression, de 
genes specifiques. 
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5. Implication de Cdx2/3 dans la differenciation intestinale 
Cdx2/3 est un facteur de transcription grandement etudie, autant pour son role 
dans I'embryogenese et le developpement de nombreuses especes que pour son 
implication dans I'induction de la differenciation intestinale chez les mammiferes. 
Ce facteur de transcription de 34 kDa possede un homeodomaine de 60 acides 
amines de type helice-tour-helice. Deux helices • , jointes par une courte 
sequence d'acide amine formant un tour, constituent le site de liaison de Cdx2/3 
dans le grand sillon de I'ADN de ses genes cibles (WINTJENS et ROOMAN, 
1996). L'une des helices, soit I'helice de reconnaissance, reconnaTt la sequence 
consensus : (A/C) TTTA (A/G) (FREUND et al., 1998) sur le promoteur de leurs 
genes cibles. L'autre helice sert majoritairement a stabiliser ['interaction entre la 
proteine et I'ADN. Les 180 premiers acides amines en N-terminal de Cdx2/3, 
constituent le domaine de transactivation. Ce domaine en possede trois petits 
encore peu caracterises. Un des domaine est implique dans ('exportation de 
Cdx2/3 du cytoplasme vers le noyau (TRINH et al,, 1999). Le domaine de 
transactivation peut subir differentes modifications post-traductionnelles regulant 
son activite. Finalement, une region carboxyterminale de 73 acides amines 
pourrait contenir des sites regularisant la stabilite de la proteine (GROSS et al., 
2005). L'induction de la differenciation par Cdx2/3 a ete demontree en induisant 
son expression dans la lignee cellulaire non differenciee de crypte de rat IEC-6 
(SUH et TRABER, 1996). L'expression de Cdx2/3 a mene a un ralentissement de 
la proliferation pendant plusieurs jours, puis a une periode de croissance 
produisant des structures multicellulaires comportant des couches de cellules 
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Figure 5. Structure de la proteine Cdx2/3 et modele de 
liaison a I'ADN par son homeodomaine de type 
helice-tour-helice 
A) Structure de la proteine Cdx2/3 presentant ces trois 
principaux domaines: Domaine de transactivation, 
Homeodomaine et Domaine carboxyterminal. 
B) Structure typique d'un homeodomaine helice-tour-helice1 
et modele de sa liaison a I'ADN2. 
Tires des sites internet l-http://wps.prenhail.com et 
2-http://homeobox.biosci.ki.se 
1 14 68 78 161 172180 240 313 











cylindriques bien formees. Plusieurs caracteristiques morphologiques des cellules 
epitheliales intestinales ont ete observees chez ces cellules, tels un debut de 
polarisation, la presence de jonctions serrees, d'inter-digitations a la membrane 
basale et de microvillosites bien organisees associees au glycocalyx situees au 
pole apical. Des cellules arborant les caracteristiques de cellules caliciformes ont 
aussi pu etre observees, ce qui demontre que deux des quatre types cellulaires 
differencies peuvent emerger de la lignee IEC-6 surexprimant Cdx2/3. 
L'expression de la sucrase-isomaltase, qui est un gene specifique aux 
enterocytes et une cible bien connue de Cdx2/3, a ete observee chez les cellules 
exprimant fortement Cdx2/3 apres 50 jours de culture. 
6. Impact de I'invalidation de Cdx1 et Cdx2 chez la souris 
La generation de souris heterozygotes et homozygotes pour la deletion de Cdx1 
et Cdx2 a demontre un role important au niveau du developpement. En effet, 
alors que les souris heterozygotes pour Cdx1 ne presentent pas de 
malformations notables, la perte du deuxieme allele entratne une transformation 
homeotique anterieure des vertebres thoraciques et cervicales due a l'expression 
aberrante de plusieurs genes Hox dans le mesoderme. Les souriceaux sont 
viables et presentent un phenotype intestinal presque normal (SUBRAMANIAN et 
al., 1995). Chez les souris Cdx2 heterozygotes, on retrouve une transformation 
homeotique anterieure des vertebres et des malformations au niveau des cotes. 
Cependant, au cours des trois premier mois, 90% des souris developperont des 
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polypes adenomateux intestinaux, particulierement du colon proximal. Les lesions 
de types polypes n'expriment plus Cdx2/3 et possedent un epithelium 
pavimenteux stratifie en keratinisation, comme celui retrouve au niveau de 
I'cesophage et du pre-estomac, de la muqueuse gastrique et intestinale. Les 
souris homozygotes pour la deletion de Cdx2/3 meurent entre le jour 3.5 et 5.5 
suivant la fecondation, pendant I'implantation, suite a un defaut du 
trophectoderme du blastocyste (CHAWENGSAKSOPHAK et'al., 1997). 
7. Implication de Cdx2/3 dans le cancer 
Comme Alteration d'un allele de Cdx2/3 entraTne I'apparition de polypes, cela 
suggere un role de suppresseur de tumeur. Le modele d'expansion clonale et de 
tumorigenese colique par accumulation de defauts genetiques tant au niveau 
sporadique que familial est bien connu. Deux voies peuvent etre impliquees, une 
associee a I'instabilite chromosomique produisant des mutations dans la voie de 
signalisation de Wnt/APC/#-catenine, et I'autre associee a I'instabilite des 
microsatellites, due a une mutation dans un gene reparant les defauts 
d'appariement de I'ADN (KINZLER et VOGELSTEIN, 1996). L'expression des 
genes Cdx1 et Cdx2 est alteree au cours du processus de tumorigenese. Leur 
expression est diminuee dans les polypes adenomateux et les cancers 
comparativement a la muqueuse normale (HINOI et al., 2001; MALLO et al., 
1997). La majorite des adenocarcinomes de colon ont perdu presque totalement 
l'expression de Cdx1 et Cdx2, mais ce n'est pas toujours le cas. De plus, on 
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retrouve une expression plus elevee de Cdx2 dans les adenomes que dans les 
carcinomes invasifs, suggerant que la perte de Cdx2 pourrait etre associee a la 
progression de I'adenome vers le carcinome (DANG et ah, 2006; QUALTROUGH 
et ah, 2002). En parallele avec son role de suppresseur de tumeur, Cdx2 
interviendrait au niveau de I'apoptose. Sa reinsertion dans la lignee cancereuse 
de colon HT29 ayant perdu son expression, diminue le taux de croissance et la 
rend sensible a I'apoptose, entre autres par la diminution de I'expression de Bcl-2 
(MALLO et ah, 1998). Plusieurs modes de regulation de Cdx1 et Cdx2 dans la 
genese du cancer ont ete suggeres. Pour Cdx1, la methylation du promoteur et la 
perte d'heterozygocite due a sa proximite du gene APC sur le chromosome 5q 
ont ete proposes (WONG et ah, 2004). Cdx2 est tres rarement mute dans les 
cancers de colon et la perte d'heterozygocite n'est retrouvee que dans 10% des 
cas (YAGI et ah, 1999). La methylation de son promoteur est peu retrouvee dans 
les cancers colorectaux primaires et les neoplasmes adenocarcinomateux de 
I'cesophage, mais Test a 49% dans les carcinomes squameux de Pcesophage 
(GUO et ah, 2007). Les facteurs de transcription Snail et Slug, impliques dans la 
transition epithelium-mesenchyme et capables de reprimer la transcription de 
Cdx2 dans les essais de reparation de blessures, pourraient aussi controler 
I'expression de Cdx2 dans les cancers. Dans cet exemple, les cellules entament 
un processus de dedifferenciation avant la migration, phenomene egalement 
observe chez les cancers invasifs. L'expression forcee de Cdx2 dans des lignees 
de cancer du colon retarde la reparation de plaie et egalement le taux de 
migration. Cdx2/3 pourrait done representer une nouvelle cible therapeutique 
contre I'etalement metastasique du cancer du colon (GROSS et ah, 2007). 
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En contrepartie, quelques etudes ont montre le maintien ou I'augmentation de 
I'expression de Cdx2 dans certains cancers. Par exemple, I'expression ectopique 
de Cdx2 dans les cancers gastriques (ALMEIDA et al., 2003; TSUKAMOTO et 
al., 2006). Cela porte a croire que le role de Cdx2 dans la tumorigenese pourrait 
etre tissu-dependant. 
8. Regulation de I'activite de Cdx2/3 par la phosphorylation 
Comme plusieurs facteurs de transcription, I'activite transcriptionnelle de Cdx2/3 
peut etre modulee par differentes modifications post-traductionnelles telle la 
phosphorylation. Parmi les kinases repertoriees comme regulatrices de Cdx2/3, 
nous retrouvons la MAP kinase ERK1/2, la MAP kinase p38 et la Cdk2. La voie 
de signalisation des MAP kinases correspond a la transduction d'un signal qui 
couple des reponses intracellulaires a la liaison de facteurs de croissance aux 
recepteurs membranaires (DHILLON et al., 2007). 
8.1 La MAP Kinase p42/p44 (ERK1/2) 
Plusieurs proteines sont impliquees dans cette voie (Figure 6). La liaison d'un 
facteur de croissance au recepteur tyrosine kinase amene la dimerisation de 
celui-ci, suivie de son auto-phosphorylation sur residu tyrosine. Le complexe 
GRB2-SOS se lie a la tyrosine phosphorylee, ce qui induit I'echange d'un GDP 
pour un GTP. Cela active la petite proteine G Ras, qui recrute c-Raf-1 a la 
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membrane, qui est ensuite phosphorylee et activee par Src, PAK, etc. line fois 
activee, c-Raf-1 phosphoryle et active MEK1/2, qui a son tour phosphoryle et 
active ERK1/2. Toutes ces phosphorylations se font sur les residus serine et 
threonine. Cette voie de signalisation est importante dans la regulation de la 
proliferation, la differenciation et la survie cellulaire. ERK1/2 phosphoryle ses 
cibles selon un motif consensus d'une serine suivie d'une proline. Deux des 
inhibiteurs utilises pour la voie MEK/ERK sont le U0126 et le PD98059. Parmi 
ses substrats, on retrouve differents facteurs de transcription, d'autres proteines 
kinases et phosphatases, des elements du cytosquelette, des regulateurs de 
I'apoptose et une variete d'autres molecules reliees a la signalisation. Ces 
substrats peuvent aussi bien se situer dans le cytosol et au cytosquelette qu'au 
noyau. Dans ces cas, ERK1/2 peut transloquer au noyau pour phosphoryler et 
activer differents facteurs de transcription tel que Cdx2/3 (DHILLON et al., 2007). 
En effet, la phosphorylation de la serine 60 de Cdx2/3 par la voie des MAP 
kinases MEK1/2 diminue son activite transcriptionnelle. Cette phosphorylation 
n'est observee qu'au niveau des cellules de la crypte, done dans le compartiment 
proliferatif de I'intestin. De plus, la phosphorylation de la serine 60 est observee 
dans la lignee de carcinome de colon humain HCT116 mais ne Test pas chez la 
lignee de carcinome de colon humain Caco2. L'atteinte de la confluence des 
cellules Caco2 mene a la perte de la phosphorylation de la serine 60, qui 
coincide avec la differenciation de cette lignee cellulaire. Cette phosphorylation 
de Cdx2/3 suggere un role dans le maintien d'un etat non-differencie (RINGS et 
a/., 2001). 
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Figure 6. Voie de signalisation des MAP kinases p42/p44 
Tire et adapte de DHILLON et a/., 2007. 
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Figure 7. Voie de signalisation des MAP kinases p38 
Tire et adapte de DHILLON et a/., 2007. 
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8.2 La MAP kinase p38 
La MAP kinase p38 fait partie de la classe des SAPKs, qui comprennent 
egalement JNK, qui sont activees par des stress comme les rayons UVs, les 
chocs thermique, osmotique et mecanique. Elle phosphoryle egalement les 
serines et threonines, selon un site consensus d'une serine suivie d'une proline. 
Cette voie de signalisation, tres semblable a celle des ERK1/2 mais avec tres peu 
de signalisation croisee, est importante dans la differenciation et Pinflammation. 
Elle repond a plusieurs mitogenes comme les facteurs de croissance et 
differentes cytokines. Cette voie de signalisation produit a son tour des cytokines, 
amene un arret de la proliferation, I'apoptose et la transcription de differents 
genes cibles. Ces substrats regroupent plusieurs facteurs de transcription, 
d'autres proteines kinases, des proteines impliquees dans la progression du cycle 
cellulaire, du remodelage de la chromatine, de la reorganisation du cytosquelette, 
etc. L'inhibiteur couramment utilise pour cette kinase est le SB203580 (CUENDA 
et ROUSSEAU, 2007). II a ete demontre que la phosphorylation de Cdx2/3 par la 
MAP kinase p38 augmente son activite transcriptionnelle sur le promoteur de la 
sucrase-isomaltase (HOUDE et ai, 2001). La kinase phosphorylee, done active, 
se retrouve selon un gradient croissant dans les enterocytes de la villosite. C'est 
a cet endroit que Ton retrouve I'expression des differents enzymes et proteines 
specifiques aux enterocytes differencies. La phosphorylation par p38 aurait un 
effet positif sur Pactivite transcriptionnelle de Cdx2/3 pour induire la differenciation 
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des cellules intestinales. Done, les MAP kinases p38 et ERK1/2 controleraient 
differemment Cdx2/3, en accord selon leur activite le long de I'axe crypte-villosite. 
8.3 La kinase dependante des cyclines 2 (Cdk2) 
Cdk2 est une serine/threonine kinase tres importante dans le cycle cellulaire. 
Comme son nom le dit, elle est dependante des cyclines, qui sont exprimees 
selon les differentes phases du cycle cellulaire, puisque son expression est 
continue. Elle est la seule des Cdks a pouvoir lier deux cyclines differentes, 
soient les cyclines E et A. Son activite est tres importante pour la transcription de 
genes necessaires a I'entree en phase S, comme I'ADN polymerase a, la 
dihydrofolate reductase, la thymidine kinase et les cyclines E et A en boucle de 
retroactivation. Les regulateurs negatifs connus de Cdk2 sont
 p2lC i p / W A F 1 ) p27Kip1 
et p57Kip2 (BARTEK et LUKAS, 2001). II a ete demontre que la phosphorylation 
dans la region carboxyterminale de Cdx2/3 par Cdk2 amene sa degradation par 
le proteasome, suite a un signal de poly-ubiquitination (BOULANGER et al., 
2005; GROSS et al., 2005). Ce phenomene est comparable a la degradation de 
la cycline E lors de I'expression de la cycline A et a la degradation de I'inhibiteur 
de Cdk2 p27Kip1, tous deux suite a leur phosphorylation par Cdk2. Cela suggere 
que la phosphorylation par Cdk2 est un mecanisme qui controle I'activite de 
Cdx2/3 en coordination avec le cycle cellulaire en affectant la stabilite. 
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9. Cibles de Cdx2/3 
Comme Cdx2/3 est un facteur de transcription implique dans plusieurs processus 
cellulaire comme le developpement, la proliferation et la differenciation, plusieurs 
de ces cibles ont ete identifies, dont les plus importantes etant la sucrase-
isomaltase et la lactase phlorizine hydrolase (FANG et al., 2000; TRABER et 
SILBERG, 1996). Au niveau du developpement, plusieurs genes Hoxsont sous la 
gouverne de Cdx2/3 (LOHNES, 2003). Dans les cellules gastriques, Muc2 est 
une cible importante de Cdx2/3, ce qui induit un phenotype de trans-
differenciation qui correspond a ce qui est observe dans les metaplasies 
intestinales et les carcinomes gastriques (MESQUITA et al., 2003). Une autre 
cible de Cdx2/3 dans les cellules intestinales est la furine, qui est importante dans 
la modulation de la maturation et I'activation de proteines impliquees dans la 
differenciation des enterocytes (GENDRON et al., 2006). Finalement, lors de 
I'atteinte de I'etat differencie, les cellules exprimant Cdx2/3 expriment egalement 
plusieurs molecules d'adhesion au substrat et entre cellules comme la E-
cadherine, la y2-laminine, I'integrine p4, I'a-actinine, des proteines des 
hemidesmosomes, les claudines 3 et4, etc. (EZAKI et al., 2007; LORENTZ et al., 
1997; SATAKE et al., 2008). Cdx2/3 possede egalement des effets 
transcriptionnels negatifs. En effet, afin de promouvoir la differenciation, il inhibe 
la proliferation en augmentant entre autres la transcription de p21, un inhibiteur 
des Cdks, independamment de p53 (BAI etal., 2003). 
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10. Cooperation entre Cdx2/3 et d'autres facteurs de 
transcription impliques dans la differenciation epitheliale 
intestinale 
L'induction de la differenciation des enterocytes n'est pas controlee uniquement 
par Cdx2/3. D'autres facteurs de transcription jouent un role important, entre 
autres HNF1a et GATA4. Cdx2/3 interagit avec HNF1a au niveau de leurs 
homeodomaines afin de regulariser I'expression de la lactase phlorizine 
hydrolase (MITCHELMORE et ai, 2000). Le promoteur de la sucrase-isomaltase 
possede un site de liaison pour Cdx2/3, un site pour GATA-4 et deux sites pour 
HNF123. Ces trois facteurs interagissent done in vivo et cooperent afin d'induire 
I'activite du promoteur de la sucrase-isomaltase de facon spatio-temporeile au 
cours du developpement de I'intestin et a I'age adulte, notamment lors du 
sevrage, de meme que le long des axes duodenum-ileon et crypte-villosite 
(BOUDREAU et ai, 2002; FANG et ai, 2006). Un autre promoteur possedant non 
seulement un site de liaison pour Cdx2/3 mais aussi pour HNF123 et GATA-6 est 
celui de NOX1. II fait partie de la famille des NADPH oxidases et est exprime 
dans repithelium colonique a titre de protecteur de I'integrite cellulaire et de 
regulateur de la croissance (VALENTE et ai, 2008). 
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11. Projet de recherche 
Identification des domaines de Cdx2/3 impliques dans la regulation de 
son activite transcriptionnelle par la phosphorylation. 
Le facteur de transcription Cdx2/3 est important pour le developpement et la 
differenciation intestinale (SUH et TRABER, 1996). II a ete montre que la MAP 
kinase p38 regule positivement I'activite transcriptionnelle de Cdx2/3 (HOUDE et 
al., 2001) alors que ERK1/2 la regule negativement suite a la phosphorylation de 
la serine 60 (RINGS et al., 2001). Des travaux preliminaires effectues au 
laboratoire ont permis d'identifier un domaine important pour la liaison de la MAP 
kinase p38, situe aux acides amines 61 a 76. Nous avons done etudie d'autres 
sites potentiels de phosphorylation de Cdx2/3 pouvant reguler son activite 
transcriptionnelle. Par des etudes de phosphorylation in vitro, d'interaction in vivo, 
de generation de populations stables exprimant differents mutants de Cdx2/3, 
nous avons demontre que quatre serines en N-terminal et 4 serines en C-terminal 
de Cdx2/3 pourraient etre des sites de phosphorylation potentiels pour la 
regulation de I'induction de la differenciation induite en partie pas Cdx2/3. 
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MATERIEL ET METHODES 
1. Plasmides et constructions 
Le vecteur d'expression de la proteine Cdx3 de hamster, pBATCDX3, nous a ete 
fourni par Dr. Michael S. German (GERMAN et al., 1992). Le vecteur luciferase 
SI Luc contenant la portion -183 a +54 du promoteur de la sucrase-isomaltase 
humaine provient du Dr. Peter G. Traber (SUH et al., 1994). Le vecteur 
pBABEpuro provient du Dr. Nicole Beauchemin (Universite McGill). 
2. Mutagenese dirigee 
Les constructions S33A, S60A, S99A, S156A, S283A, A61-76, A143-160 et 
A266-313 dans le vecteur pBATCDX3 ont ete effectuees par la methode de 
mutagenese dirigee « Overlap Extension » (MONGRAIN, 2007). Les mutants 
multiples de Cdx2/3 dans le vecteur pBATCDX3 ont ete realises par la methode 
de mutagenese dirigee grace au produit « QuikChange® Multi Site-Directed 
Mutagenesis Kit» de Stratagene (La Jolla, CA, USA). Les amorces utilisees ont 
ete creees par le programme « QuickChange® Primer Design Program » pour 
chacune des 8 serines (S33, S60, S99, S156, S283, S287, S291 et S295). Ces 
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Figure 8. Vecteur d'expression de Cdx2/3 
Les differents mutants de Cdx3 ont ete introduits 
dans les sites Avrll et EcoRI du vecteur pBATCDX3 
(GERMAN etal., 1992). 
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amorces synthetisees chez Invitrogen Life Technologies (Burlington, ON, 
Canada), avec un niveau de purete « cartridge», sont enumerees dans le 
tableau 1. Les bases en caractere gras represented les sites ou des mutations 
ont ete inserees. 

























































La premiere etape. est une reaction de PCR sur le vecteur pBATCDX3 avec les 
amorces pour les quatre premieres serines (S33, S60, S99 et S156) ou celles 
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pour les quatre dernieres serines (S283, S287, S291 et S295), qui s'hybrideront 
toutes au meme brin d'ADN. La reaction de PCR a ete effectuee dans les 
conditions suivantes : 50 ng de I'ADN, 50 ng de chaque amorce, 1 uL du melange 
de dNTPs fourni par la compagnie, 2,5 uL du tampon 10X QuickChange® Multi 
reaction buffer, 1 uL de I'enzyme QuickChange® et 1 uL de QuickSolution, 
importante pour les plasmides de plus de 5 kb. La solution a ete completee a 25 
uL avec de I'eau sterile. L'appareil PCR utilise est un Personal Thermocycler 
(Biometra, Montreal Biotech, Montreal, QC, Canada). Le programme 
«QuickChange» comprend les conditions presentees dans le tableau 2. 
Tableau 2 : Programme de PCR « QuickChange» 




1 minute a 95°C 




1 minute a 55°C 
Polymerisation 
-
10 minutes a 65°C 
10 minutes a 4°C 
Suite au PCR lineaire, 1 uL de I'enzyme de restriction Dpn\ (10 U/ul) est ajoute a 
la reaction, qui est alors incubee a 37°C pendant 1 heure. La transformation de la 
reaction de PCR digeree se fait dans les bacteries competentes Escherichia coli 
XL10-Gold fournies par la compagnie. La presence des mutations a ete verifiee 
par sequencage des preparations d'ADN (QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen, 
Mississauga, ON, Canada) a la plateforme de sequengage de I'Universite 
McGill/Genome Quebec (Montreal, QC, Canada). Le tableau 3 comprend les 
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differents mutants generes par cette technique dans le vecteur pBATCDX3 et 
surexprimes dans les cellules HEK293T et Caco-2/15. 
Tableau 3 : Liste des mutants de Cdx2/3 dans le vecteur pBAT 
Mutations 
S60, 156A 
S33, 60, 156A 
S33, 99.156A 
S33, 60, 156A 
S33, 60, 99, 156A 
3. Creation des vecteurs d'expression CDX3-GST 
Afin de fusionner la sequence de Cdx2/3 de type sauvage a la glutathione S-
transferase, une reaction de PCR a ete realisee en utilisant des amorces pour 
remplacer le site de restriction Avr\\ par celui de BamHI. Des constructions 
contenant seulement la portion N-terminale (1-180) ou C-terminale (180-313) ont 
aussi ete realisees (MONGRAIN, 2007). Les mutants de deletion A33-44, A61-76, 
A77-88, A89-107 et A127-142 ont ete construits dans la portion N-terminale de 
Cdx2/3 (1-180) et les mutants de deletion A143-160 et A266-313 ont ete 
construits dans Cdx2/3 total par la methode de PCR « Overlap extension » 
(MONGRAIN, 2007). Ces fragments ont ete ligatures dans le vecteur pGEX 4T2 
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Figure 9. Liste des mutations site-specifique realisees sur la 
sequence complete de Cdx2/3 
AH = Alpha helix (helice alpha) 
RC et R = Random Coil (structure surencoulee) 
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prealablement digere avec les enzymes BamHI et EcoRI. Les mutants site-
specifiques de la portion N-terminale de Cdx2/3 ont ete transferes du vecteur 
pBATCDX3 au vecteur pGEX 4T2 par reaction de PCR en remplacant le site de 
restriction Av/il par BamHI (MONGRAIN, 2007). Finalement, les mutants 
multiples de la portion N-terminale et de la proteine totale (en C-terminal) ont ete 
produits par mutagenese dirigee, comme pour les mutants dans le vecteur 
pBATCDX3, mais cette fois dans le vecteur pGEX 4T2. Les produits ainsi crees 
ont ete transformes dans les bacteries competentes E. coli TOP-10F' pour 
verification des mutations et dans les bacteries competentes E. coli BL-21 Codon 
+ pour I'expression des proteines (Amersham Biosciences, Baie d'Urfe, Qc, 
Canada). Les bacteries ont ete conservees a -80°C dans 50% glycerol. La 
validite des constructions a ete verifiee par analyse de sequencage (University 
Core DNA & Protein Services, University of Calgary, Calgary, AB, Canada pour 
les constructions effectuees par Sebastien Mongrain, et Plateforme de 
sequencage, Universite McGill et Centre d'lnnovation Genome Quebec, Montreal, 
Qc, Canada, pour les constructions presentees dan ce memoire). Les mutants 
utilises pour les essais de phosphorylation in vitro et precipitation de la GST sont 
enumeres dans le tableau 4. (*) represente les mutants pGEX 4T2 realises par 
Sebastien Mongrain. 
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S33, 60, 99A 
S33, 60,156A 
S33, 99, 156A 










S283, 287, 291.295A 
4. Production des proteines de fusion GST 
Les bacteries E. coli BL-21 Codon + ont ete inoculees dans 25 mL de Luria Broth 
(LB) (10 mg/mL NaCI, 10 mg/mL Tryptone Peptone, 5 mg/mL extrait de levure, 
100 |jg/mL ampicilline) pendant 16 heures a 37 °C sous agitation. Le jour suivant, 
15 mL de cette culture ont ete ajoutes a 300 mL de LB, pour une incubation de 2 
heures a 37 °C sous agitation. La production des proteines-GST a ensuite ete 
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Figure 10. Vecteur de fusion pGEX 4T2 
Les sequences encodant differentes mutations de 
Cdx2/3 ont ete introduites dans le meme cadre de 
lecture afin de produire les proteines de fusion 
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Figure 11. Liste des mutants de deletion de la sequence 
codante de Cdx2/3 
AH = Alpha helix (helice alpha) 
RC et R = Random Coil (structure surencoulee) 
ES = Extended Strand (structure en zig zag) 
1
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induite par I'ajout de 300 |jL d'IPTG 0.1 mM, suivi d'une incubation de 3 heures a 
37 °C sous agitation. La culture a ensuite ete centrifugee 15 minutes a 4 °C a 
5000 RPM. Le culot a ete lave 2 fois avec du PBS 1X froid puis conserve a 
-80 °C. Le lendemain, 400 uL d'une suspension de billes de gluthatione-
sepharose 4B (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) ont ete lavees 2 fois avec 
du tampon de lyse (1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 5 mM EDTA pH 
8.0, 1.5 mM NaCI, 5% glycerol, 400 uM sodium orthovanadate, 50 mM fluorure 
de sodium, 40 mM p-glycerophosphate, 0.5 ug/mL aprotinine, 0.5 ug/mL 
leupeptine, 0.7 ug/mL pepstatine et 800 uM PMSF). Les billes ont ensuite ete 
equilibrees dans 5 mL du tampon de lyse pendant 1 heure a 4 °C sous agitation. 
Les billes ont ensuite ete centrifugees a 4 °C pendant 2 minutes a 2000 RPM 
pour enlever le surnageant. Durant ce temps, le culot de bacteries a ete 
decongele et resuspendu dans 4 mL de tampon de lyse sans Triton X-100. Les 
bacteries ont ete soniquees 3 fois pendant 10 secondes a intensite 40 avec un 
sonicateur Microson™ Ultrasonic Cell Disruptor, modele MS-50 (Heat Systems 
Ultrasonic Inc., Farmingdale, New-York, USA). Les bacteries ont ensuite ete 
incubees sur glace pendant 10 minutes suite a I'ajout de 1% de Triton X-100. Les 
bacteries lysees ont ete centrifugees a 4 °C pendant 15 minutes a 13 000 RPM. 
Les proteines contenues dans le surnageant ont ete ajoutees aux billes de 
gluthatione-sepharose et incubees a 4 °C pendant 30 minutes sous agitation. Les 
billes ont par la suite ete centrifugees 2 minutes a 4 °C a 2000 RPM, puis 
resuspendues dans du tampon de lyse avec Triton X-100 et deposees sur une 
colonne Poly-Prep Chromatography Columns (Bio-Rad Laboratories, 
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Mississauga, ON, Canada). Les billes ont ete lavees 6 fois avec du tampon de 
lyse et 2 fois avec une solution d'HEPES 100 mM pH 7.6. Les billes ont ete 
incubees pendant 4 heures avec 3 ml_ d'une solution HEPES 100 mM pH 7.6 
contenant 50 mM de gluthatione (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada), puis les 
proteines ont ete eluees dans des fractions de 750 uL et conservees a -80 °C. 
Les proteines ont ete dosees par comparaison avec une solution contenant 
1mg/mL de BSA, separees sur un gel SDS-polyacrylamide 10% et colorees au 
Bleu de Coomassie. 
5. Essais de precipitation GST 
Les billes de gluthatione-sepharose 4B (40 uL/ echantillon) ont ete lavees deux 
fois avec du tampon de lyse froid. Ensuite, les billes ont ete equilibrees avec 15 
ug de proteines de fusion GST pour 1 heure a 4 °C. Les billes ont ensuite ete 
lavees 3 fois avec le tampon de lyse froid, par centrifugation a 2000 RPM 
pendant 2 minutes. 1 mg, d'extraits totaux de cellules Caco-2/15 3 jours post-
confluentes a ete ajoute aux proteines GST couplees aux billes et place sous 
agitation pendant 2 heures a 4 °C. Les complexes proteines-billes ont ete laves 3 
fois avec le tampon de lyse froid par centrifugation de 2 minutes a 2000 RPM. 
Les complexes proteines-proteines et proteines-billes ont ete denatures par 
I'ajout de 40 uL de tampon Laemmli 1X (62.5 mM Tris-HCI pH 6.9, 2% SDS, 1% 
(3-mercaptoethanol, 10% glycerol et 0.04% bleu de bromophenol). Les 
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echantillons ont ete conserves a -80°C, jusqu'au moment de rimmunobuvardage 
de type Western. 
6. Essais de phosphorylation in vitro 
Les billes de gluthatione-sepharose 4B ont ete lavees 2 fois a 4°C avec du 
tampon de lyse froid par centrifugation de 2 minutes a 2000 RPM. Les billes ont 
ensuite ete equilibrees dans 800 uL de tampon de lyse avec 15 ug de proteines 
GST pendant 1 heure a 4 °C sous agitation. Les billes ont ete lavees 2 fois a 4°C 
par centrifugation de 2 minutes a 2000 RPM avec le tampon de lyse froid et 2 fois 
avec le tampon kinase 1X froid (25 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.02 mM EGTA pour les 
kinases p38ot et ERK1) et (20 mM MOPS pH 7.0, 1 mM EDTA pour Cdk2/cyclin 
E). L'essai kinase a ete realise en incubant les billes pendant 5 minutes a 30 °C 
avec le tampon de reaction (25 mM Tris-HCI pH 7.5, 8 mM MOPS, 10 mM p-
glycerophosphate, 2 mM EGTA, 0.08 ug/uL BSA, 0.4 mM Na-orthovanadate, 0.4 
mM DTT, 0.3 M MgCI2, 0.2 mM ATP, 5 uCi/essai de [ y - ^ -ATP (NEN 
PerkinElmer, Woodbridge, ON, Canada) et 40 ng de p38cc, 20 ng de ERK1 ou 80 
ng de Cdk2/cyclin E (Upstate-Millipore, Billerica, MA, USA). Suite a l'essai kinase, 
les billes ont ete lavees 2 fois a 4°C avec le tampon kinase 1X froid avant 
d'ajouter 30 uL de tampon Laemmli 2X. Les proteines ont ete separees par SDS-
PAGE (10% acrylamide) pour environ 1 heure a 150 volts. Le gel a ete colore a 
I'aide du Bleu de Coomassie, decdlore et trempe dans une solution 10% de 
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glycerol pendant 5 minutes puis seche et expose dans une cassette a 
autoradiographie avec un ecran et un film BioMax MR a -80°C. Comme controle 
negatif, la proteine GST seule a ete utilisee et I'intensite de phosphorylation de 
chaque mutant a ete comparee au type sauvage de la proteine Cdx2/3. La 
densitometrie a ete effectuee grace au programme ImageQuant TL version 2005 
distribue par Amersham Biosciences. Les donnees pour chaque mutant du film 
ont ete rapportees sur celles du type sauvage, puis chaque valeur a ete 
rapportee sur sa valeur correspondante pour le gel colore au bleu de Coomassie, 
correspondant a la quantite de proteines presentes. Le type sauvage possede 
toujours la valeur 1. Les images d'essais de phosphorylation in vitro et les valeurs 
de densitometrie correspondantes sont representatives d'au moins 3 experiences 
independantes. 
7. Immunoprecipitation suivie d'un traitement a la phosphatase 
PP1 
2 ug du vecteur d'expression pBATCDX3 sauvage ou mutant contenant une 
etiquette HA ont ete transfecte par lipofection dans les cellules HEK293T dans 
une boTte de 100 mm a 80% de confluence. L'ADN a ete dilue dans 500 uL de 
milieu Opti-MEM (Invitrogen Life Technologies, Burlington, ON, Canada) et 
incube a la temperature de la piece pendant 5 minutes. 10 uL de LIPOfectamine 
2000 (Invitrogen Life Technologies, Burlington, ON, Canada) ont ete incubes 
dans 500 uL de milieu Opti-MEM 5 minutes a la temperature de la piece. Les 
40 
deux reactions ont ete melangees et ont ete incubees 20 minutes a la 
temperature de la piece et ajoute aux boTtes contenant 5 mL de milieu complet. 
Le milieu a ete renouvele 8 heures apres la transfection et les cellules ont ete 
lysees dans un tampon de lyse froid 48 heures apres la transfection. Les extraits 
ont ete utilises pour effectuer une immunoprecipitation. 40 uL de billes proteine A-
agarose (Roche Diagnostics, Laval, Qc, Canada) ont ete preparees par deux 
lavages avec du tampon de lyse ne contenant pas d'inhibiteurs de phosphatase 
((3-glycerophophate, sodium orto-vanadate et NaF) suivi de centrifugation a 1500 
RPM pendant 2 minutes. Les billes ont ete equilibrees pendant une heure a 4°C 
dans un tampon de lyse ne contenant pas d'inhibiteurs de phosphatases. Les 
billes ont ensuite ete incubees 2 heures a 4 °C avec 750 ug d'extraits totaux de 
293T contenant la proteine Cdx2/3 sauvage ou mutee portant une etiquette HA 
avec 5 uL d'anticorps HA-probe (Sc-7392, Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, Ca, USA). Les billes ont ete lavees 3 fois avec du tampon de lyse ne 
contenant pas d'inhibiteurs de phosphatase puis lavees 2 fois avec le tampon 1X 
de la phosphatase PP1 (New England BioLabs, Pickering, ON, Canada). (1 mM 
MnCI2, 1X tampon PP1). Les billes ont ete resuspendues dans 100 uL de tampon 
1X et separees en deux quantites de 50 uL par tubes. 1 uL de PP1 a ete ajoute a 
un des 2 tubes et les deux ont ete incubes 40 minutes a 30 °C. Les billes ont ete 
centrifugees 2 minutes a 2500 RPM puis ressuspendues pour la denaturation des 
complexes dans 40 uL de tampon Laemmli 1X. Les echantillons ont ete 
conserves a -80 °C, jusqu'au moment de rimmunobuvardage de type Western. 
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8. Surexpression des differentes constructions 
Les transfections transitoires des differents mutants du vecteur pBATCDX3 ont 
ete effectuees dans les lignees HEK293T et Caco2/15, dans des plaques de 24 
puits. Pour la lignee HEK293T, une boTte de culture de 100 mm a 80% de 
confluence a ete trypsinisee (Invitrogen Life Technologies, Burlington, ON, 
Canada) et les cellules ont ete divisees en 5 plaques de 24 puits. La division des 
cellules d'une boTte de culture de 100 mm de la lignee Caco2/15 a 80% de 
confluence permettait de donner 3 plaques de 24 puits. Cette division etait 
effectuee 24 heures avant la transfection par lipofection, selon le prdtocole 
suivant: la LIPOfectamine 2000 (Invitrogen Life Technologies, Burlington, ON, 
Canada) a ete incubee dans du milieu Opti-MEM (Invitrogen Life Technologies, 
Burlington, ON, Canada) a une concentration de 1 uL de LIPOfectamine 2000 par 
50 uL d'Opti-MEM, 5 minutes a la temperature de la piece. Le melange de I'ADN 
de Cdx2/3 de type sauvage ou mute a egalement ete prepare dans du milieu 
Opti-MEM, a une concentration de 0,1 ug d'ADN dans 50 uL d'Opti-MEM. En 
preparation pour les essais luciferase, le gene rapporteur SILuc (clone dans le 
vecteur pGL3 (Promega, Madison, Wl, USA) et contenant la portion -183 a + 54 
du prbmoteur de la sucrase-isomaltase en amont du gene de la luciferase) a ete 
ajoute au melange d'ADN de Cdx2/3 sauvage ou mute, dans les memes 
proportions que ce dernier. Pour controle interne de transfection, le vecteur pRL-
SV40 renilla (Promega, Madison, Wl, USA) a ete utilise a une concentration de 1 
ng dans 50 uL de milieu Opti-MEM. Le melange de LIPOfectamine a ensuite ete 
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ajoute a une quantite equivalente de melange d'ADN et le tout a ete incube 20 
minutes a la temperature de la piece. Ce dernier melange a alors ete ajoute 
directement au milieu (prealablement renouvele 2 heures avant la transfection). 
Le milieu de culture a ete a nouveau remplace 7 heures apres la transfection, 
puis les cellules ont ete incubees pendant 48 heures. Chaque transfection a ete 
realises en triplicata. 
9. Culture cellulaire 
Les cellules de cryptes intestinales de rat IEC-6 (A. Quaroni, Cornell University, 
Ithaca, NY, USA) ont ete cultivees dans le milieu de croissance DMEM 
(Dulbecco's modified Eagle's medium) en presence de 5% de FBS (GIBCO BRL, 
Gaithersburg, MD, USA), 2 mM de L-glutamine, 100 U/mL de penicilline et 100 
ug/mL de streptomycine (Multicell, Wisent Inc., Qc, Canada). Les cellules de 
carcinome de colon humain Caco-2/15 (BEAULIEU et QUARONI, 1991) ainsi que 
les cellules embryonnaires humaines de rein transformees HEK293T (A. Nepveu, 
Departement d'oncologie, Universite McGill, Montreal, Qc, Canada) ont ete 
cultivees dans le milieu DMEM en presence de 10 % de FBS, 2 mM de 
L-glutamine, 100 U/ml de penicilline et 100 ug/ml de streptomycine. Ces trois 
lignees ont ete cultivees a une temperature de 37 °C, dans une atmosphere 
contenant 95 % d'air et 5 % de C02. 
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10. Preparation des constructions retrovirales 
Le gene Cdx2/3 a ete transfere dans le vecteur pBABEpuro par Sebastien 
Mongrain (MONGRAIN, 2007). Le vecteur pBATCDX3 a ete digere par Avr\\ et 
EcoRI. Le fragment de 942 pb correspondant a Cdx2/3 a ete isole et purifie en 
utilisant les colonnes Microcon-PCR (Millipore, Billerica, MA, USA). Les 
extremites ont ete remplies avec le domaine Klenow de I'ADN polymerase de E. 
coli pendant 30 minutes afin de creer des bouts francs. Le vecteur pBABEpuro a 
ete prealablement digere avec I'enzyme de restriction SnaBI et incube a 60°C 
pendant 30 minutes pour inactiver I'enzyme. Les fragments obtenus ont ete 
ligatures dans le vecteur pBABEpuro (Rapid DNA Ligation Kit, Roche Applied 
Science, Laval, Qc, Canada) pendant 20 minutes a la temperature de la piece 
afin de deriver le plasmide pBABECDX3. Ce vecteur a ete utilise afin de generer 
differents mutants par la technique de mutagenese dirigee grace au produit 
« QuikChange® Multi Site-Directed Mutagenesis Kit» de Stratagene (La Jolla, 
CA, USA). Le programme de PCR et les amorces utilisees sont les memes que 
ceux employes pour la mutagenese avec le vecteur pBATCDX3. La digestion 
avec I'enzyme Dpn\ et I'identification des mutants par sequencage ont ete 
effectuees de la meme fagon. Le tableau 5 represente les mutants pBABECDX3 
utilises pour etablir les populations stables avec la lignee IEC-6. (*) represente les 
mutants pBABECDX3 realises par Sebastien Mongrain. 
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11. Production des retrovirus 
La transfection des constructions pBABEpuro et pBABECDX3 sauvages et 
mutants a ete realisee dans la lignee cellulaire HEK293Tdans des bottes de 100 
mm a 70% de confluence. La transfection a ete effectuee par lipofection avec la 
LIPOfectamine 2000. Le milieu des cellules a ete remplace 3 heures avant la 
transfection par 4 mL de milieu complet contenant 5% de FBS. L'ADN a 
transfecter ainsi que la LIPOfectamine ont ete dilues dans du milieu OPTIMEM. 2 
ug d'ADN des differentes constructions pBABEpuro ou pBABECDX3, en plus de 
2 ug d'ADN pAMPHO (A. Nepveu, Universite McGill) permettant I'expression des 
proteines virales, ont ete dilues dans 500 uL de milieu OPTIMEM et 10 uL de 
LIPOfectamine dans 500 uL de milieu OPTIMEM (Life Technologies, Burlington, 
ON, Canada). Ces deux solutions ont ete incubees separement pendant 5 
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Figure 12. Vecteur retroviral pBABEpuro pour I'expression 
de Cdx2/3 
Cdx2/3 a ete transfere de pBATCDX3 a pBABEpuro 
au site SnaB\. 
Tire du site http://www.addgene.org. 
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minutes a temperature ambiante avant d'etre incubees ensemble pendant 15 
minutes. Le melange a ensuite ete ajoute au 4 ml_ de milieu. Douze heures apres 
la transfection, le milieu a ete remplace par 6 ml_ de milieu complet contenant 5% 
de FBS. 48 heures apres la transfection, le milieu a ete recupere et filtre a I'aide 
d'un filtre de 0.45 urn avec une faible liaison pour les proteines (Milipore, Bedford, 
MA, USA), et conserve a -80°C en aliquots de 1.5 mL. 
12. Infection retrovirale 
Les infections retrovirales ont ete effectuees dans les cellules de la crypte 
intestinale de rat IEC-6. 1.5 mL de milieu filtre contenant les virus et 4 ug de 
polybrene (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) ont ete ajoutes aux bottes de 
60 mm contenant les cellules IEC-6 a 80 % de confluence et laisses 1 heure a 
37°C dans un incubateur contenant 5 % de CO2. 4 ml_ de milieu complet a 
ensuite ete ajoute aux cellules qui ont ete laissees 48 heures a 37°C, dans un 
incubateur contenant 5 % de C02. Les cellules ont ete lavees deux fois avec du 
PBS TX, puis trypsinisees et centrifugees 5 minutes a 1000 RPM. Les cellules ont 
ete resuspendues dans 10 mL de milieu complet contenant 5 % de FBS et 2 
ug/mL de puromycine (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada). 1 mL des cellules 
diluees a ete ajoute a une botte de 100 mm contenant 9 mL de milieu complet (5 
% de FBS et 2 ug/mL de puromycine), et le 9 mL de cellules diluees restant a ete 
place dans une autre boTte de 100 mm. La selection des cellules infectees s'est 
effectuee pendant environ 1 semaine, et les populations stables produites ont ete 
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conservees et caracterisees pour I'expression du gene de Cdx2/3 par 
immunobuvardage de type Western. 
13. Extraction des proteines totales 
Des bottes de 100 mm de cellules IEC-6 exprimant de faco'n stable le gene 
Cdx2/3 sauvage ou mutant ont ete cultivees jusqu'a I'atteinte de la confluence. 
Les cellules ont ete lavees deux fois avec du PBS 1X et lysees dans 800 uL de 
tampon de lyse froid pendant 20 minutes a 4 °C. Les cellules ont ete grattees 
puis centrifugees a 4°C pendant 5 minutes a 13 000 RPM. Le sumageant 
comprenant les proteines totales a ete conserve a -80°C. La concentration des 
proteines a ete determinee par la methode Bradford (BioRad Protein Assay Kit, 
BioRad Laboratories, Mississauga, ON, Canada). 
14. Immunobuvardage de type Western 
Les immunobuvardages de type Western ont ete realises selon la methode 
decrite par Laemmli (1970). 15 ug de proteines totales ont ete separees sur gel 
SDS-PAGE contenant 12 % d'acrylamide dans un tampon de migration (0.025 M 
Tris-HCI, 0.192 mM glycine, 1% SDS) a 150 volts pendant 90 minutes. Le 
marqueur proteique utilise etait le PageRuler Prestained Protein Ladder 
(Fermentas Life Sciences, Burlington, ON, Canada). Les gels ont ete transferes 
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sur une membrane de PVDF dans un tampon de transfert (0.025 M Tris-HCI, 
0.192 M glycine, 20 % methanol) pendant 2 heures a 50 volts. Les membranes 
ont ete bloquees 1 heure dans une solution de blocage TBS 1X (20 mM Tris-HCI 
pH 7.6, 137 mM NaCI) contenant 10 % de lait en poudre et 0.05% de Tween-20. 
L'incubation des membranes avec I'anticorps primaire a ete faite pendant toute la 
nuit a 4°C avec agitation dans une solution TBS 1X contenant 10% de lait en 
poudre et 0.05% de Tween-20. Les concentrations utilisees pour chaque 
anticorps primaire sont indiquees dans le tableau 6. Les membranes ont ensuite 
ete lavees a 3 reprises pendant 15 minutes avec une solution TBS 1X contenant 
0.05% de Tween-20. Les membranes ont ete incubees pendant 1 heure avec 
I'anticorps secondaire HRP approprie (Horseradish Peroxydase) dilue dans une 
solution TBS 1X contenant 0.05% de Tween-20 et 10% de lait en poudre. Les 
membranes ont ensuite ete lavees a 3 reprises pendant'15 minutes avec une 
solution TBS 1X contenant 0.05% de Tween-20. Les immunocomplexes ont ete 
reveles a I'aide du systeme ECL (Super Signal Substrate Western Blotting, 
Pierce, Rockford, IL, USA) selon le protocole recommande. Les membranes ont 
ete exposees sur un film a autoradiographie (GE Healthcare, Piscataway, NJ, 
USA). 
15. Extraction des proteines nucleaires 
Les proteines nucleaires ont ete extraites des differentes populations stables 
confluentes. Les cellules ont d'abord ete lavees deux fois avec 3 mL de PBS 1X 
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Tableau 6 : Liste des anticorps utilises pour I'immunobuvardage 
Anticorps 
Anti-Cdx3 
(Prof. N. Rivard) 
Anti-p38cc MAPkinase 
(5F11) (Cell Signaling, 




Pickering, ON, Canada) 
Anti-Actine 
(Millipore, Billerica, MA, 
USA) 
Concentration 
1 : 20 000 
1 :1000 
1 :500 









Cruz, CA, USA) 
Anti-Lapin HRP (Santa 
Cruz Biotechnology/ 










froid, grattees et recueillies dans 1 ml_ de PBS 1X froid, puis centrifugees 
pendant 2 minutes a 3000 RPM. Le culot de cellules a ensuite ete resuspendu 
dans 100 uL de tampon de lyse (10 mM HEPES pH 7.9, 1mM EDTA, 60 mM KCI, 
0.5% NP-40, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) et incube sur glace pendant 5 minutes. 
Les noyaux ont ete culottes a I'aide d'une centrifugation de 20 secondes a 13 000 
RPM puis resuspendus dans 100 uL de tampon de resuspension des noyaux 
(0.25 M Tris-HCI pH 7.8, 0.06 M KCI, 1 mM DTT et 1.5 mM PMSF). Les noyaux 
ont ete soumis a 3 cycles de 2 minutes dans I'azote liquide pour une congelation 
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rapide, 2 minutes a 37°C et vortexes pendant 5 secondes. Une centrifugation de 
10 minutes a 4 °C a ensuite ete effectuee afin de separer les proteines nucleaires 
des debris. Le surnageant contenant les proteines nucleaires a ete transfere dans 
un nouveau tube et congele rapidement dans I'azote liquide. 
16. Preparation de I'oligonucleotide pour la sonde radioactive 
Un oligonucleotide double brin, contenant le site de liaison de Cdx2 au promoteur 
de la sucrase-isomaltase (SIF1 = sucrase-isomaltase footprint 1) (5'- GGA GGG 
TGC AAT AAA ACT TTA TGA GTA G -3') avec deux G supp lementa l de 
chaque cote, a ete utilise (SUH et al., 1994). Les extremites libres ont ete 
remplies par des dCTP radiomarques au 32P (NEN PerkinElmer, Woodbridge, 
ON, Canada) en presence de trois autres nucleotides froids et du fragment 
Klenow de I'ADN polymerase de E. coli (New England BioLabs, Pickering, ON, 
Canada). Le fragment obtenu a ete purifie sur colonne de sephadex ProbeQuant 
G-50 (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA). 
17. Gel de retention 
5 ug d'extraits de proteines nucleaires ont ete incubes pendant 30 minutes a 
temperature ambiante dans un volume final de 20 uL contenant egalement 2 uL 
de tampon 10X (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 500 mM NaCI, 10 mM DTT, 10 mM 
EDTA, 50% glycerol), 0.25 ug de dldC (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) et 
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1 pL de la sonde radioactive a une intensite d'environ 50 CPS (count per 
second). Dans les cas de super-retention, les extraits nucleases etaient 
prealablement incubes pendant 30 minutes avec 1 uL/echantillon d'anticorps 
contre Cdx2/3. Les echantillons ont ensuite ete separes par electrophorese sur 
un gel natif de polyacrylamide 4% dans un tampon 0.5X TBE (45 mM Tris-borate 
pH 8.0, 40 mM acide borique, 1 mM EDTA) et 2% glycerol pendant 2 heures a 
160 volts, le gel ayant subi une pre-electrophorese de 30 minutes. Le gel a 
ensuite ete seche sur un papier Whatman pendant 1 heure a 80°C avec un 
secheur de gel Savant 2000 et expose sur un film Kodak Biomax MR (GE 
Healthcare, Piscataway, NJ, USA) a -80°C pendant toute une nuit dans une 
cassette pour autoradiographie et un ecran. 










Completer le volume a 45 mL 
100 uL 
50 uL 
18. Extraction des ARNs totaux 
Les extraits d'ARNs totaux ont ete faits a partir des lignees IEC-6 infectees par le 
vecteur vide pBABEpuro ou pBABEpuro-Cdx3 sauvage ou mutant (bottes de 100 
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mm a confluence) selon la methode d'extraction au guanidium isothiocyanate 
(Chomczynski et al., 1997) avec le reactif TRIZOL (Invitrogen Life Technologies, 
Burlington, ON, Canada). Les cellules ont ete lavees 2 fois avec 3 ml_ de PBS 
1X, grattees dans 1 mL de PBS 1X et placees dans un tube Eppendorf sterile. 
Les cellules ont ete centrifugees 3 minutes a 2000 RPM et les culots ont ete 
resuspendus dans 800 uL du reactif TRIZOL puis incubes a temperature 
ambiante pendant 5 minutes. 160 uL d'une solution 24 :1 de chloroforme-alcool 
isoamylique ont ete ajoutes aux cellules, les melanges ont ete agites vivement 
pendant 15 secondes puis incubes a temperature ambiante pendant 3 minutes. 
Les melanges ont ensuite ete centrifuges a 13 000 RPM pendant 15 minutes a 
4 CC. Les surnageants ont ete transferes dans des tubes Eppendorf contenant 
500 uL d'isopropanol puis agites fortement. Les ARNs ont ete precipites a 
temperature ambiante pendant 10 minutes puis centrifuges a 13 000 RPM 
pendant 10 minutes a 4 °C. Les culots ont ete laves a I'ethanol 70% et conserves 
a -80 °C jusqu'a utilisation, lis ont alors ete resuspendus dans de I'eau bidistillee 
sterile. La concentration des differents ARNs a ete dosee par spectrophotometre, 
sachant qu'une densite optique a 260 nm equivaut a 40 ug d'ARN. 
19. Transcription inverse suivie de polymerisation en chaine 
La transcription inverse s'est effectuee avec 5 pg d'ARN totaux. L'ARN a d'abord 
ete incube 5 minutes a 65 °C avec 0.5 pg d'oligo pdT et 1 pL de dNTPs 10 mM 
dans un volume total de 10 pL. Les tubes ont ete places 5 minutes sur glace. 
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4 pL de First Strand Buffer 5X, 2 uL de DTT 0.1M et 27.6 unites de RNAguard 
(inhibiteur de RNAses) ont ete ajoutes. Les tubes ont ete incubes 2 minutes a 
42 °C avant d'ajouter 100 unites de la Superscript II Reverse Transcriptase 
(Invitrogen Life Technologies, Burlington, ON, Canada). La reaction de 
transcription a ete effectuee a 42 °C pendant 50 minutes, suivie de 15 minutes a 
70 °C. Les tubes ont ete gardes a 4 °C jusqu'au moment de la polymerisation en 
chame (PCR). Les PCR ont ete effectues avec la Taq PCR Master Mix (Qiagen, 
Mississauga, ON, Canada) selon les directives de la compagnie. A 1 uL de la 
reaction de transcription inverse a ete ajoute : 0.1 ug de chaque amorce (sens et 
anti-sens), 7.5 uL de la solution Taq PCR Master Mix et 5.7 uL d'eau. Le 
programme utilise pour la polymerisation en chaine est decrit dans le tableau 8. 
Toutes les amorces ont ete selectionnees grace au site internet PRIMER3 
version 0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/) et sont indiquees dans le tableau 9. 
Tableau 8 : Programme « Touch Down » pour la polymerisation en chame 
Nombre de cycle 
-
Premier cycle 
Jusqu'a 25 cycles 
Denaturation 
1 minute a 95°C 
1 minute a 95°C 




1 minute a 62°C 
-0.3°C a chaque cycle 
Polymerisation 
-
1 minute a 72°C 
1 minute a 72°C 
10 minutes a 72°C 
54 



























Sequence de I'amorce 
CCT CGG CTG AGG TAG AGA TG 
CCT CTC TCG GGA GAA CAC TG 
ACC CTC CAC AGA TGA ACA GC 
GTT GCG AAC CAC ACA ATC AC 
GCC AAG AAG ATT GCC AAC AT 
GAG CAG CAC ATC CTT GAA CA 
ACA TGT TAC CGC CTG ACT CC 
AGT CGA GGT CGT GGA GCT TA 
GTG GCT TTG GTT CTC ATG GT 
CGA GGG GCA ATT TAC GAA TA 
CAT CAG CCT GAA GGA AGG AG 
GCT CAG AGG TTT GCT TCA CC 
CAT CTT CTG CAA CGA GGA CA 
TGA TGA AGA GGG CAA ATT CC 
GCC GTT GGT GTT ACT GGT CT 
AAG GGA GGT GAG GAG GAT GT 
20. Tests de proliferation 
Les differentes populations a confluence dans une boTte de culture de 100 mm 
ont ete trypsinisees. Les cellules ont ete comptees avec un compteur de cellules 
et particules Z1 Series Coulter Counter (Beckman Coulter, Etobicoke, ON, 
Canada) dans 10 ml_ d'une solution Isoton (Beckman Coulter, Etobicoke, ON, 
Canada). La concentration en nombre de cellules/mL a alors ete utilisee pour 
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obtenir 10 000 cellules par puits d'une plaque 24 puits. Les cellules ont ensuite 
ete comptees a differents jours afin de creer une courbe de proliferation en 
fonction du temps. Un graphique semi-log a ete fait pour la partie croissante de la 
courbe et a permis de determiner la pente de croissance de chaque population, 
et ainsi definir le temps de doublement induit par chaque mutation. Les comptes 
de cellules ont ete faits en duplicata pour chaque population, et I'experience a ete 
repetee trois fois. 
21. Microscopie optique 
Les images de microscopie des differentes populations ont ete prises avec un 
microscope a fond clair Leica DMIRBE a sous-confluence ou 30 jours post-
confluence, dans des boites de cultures de 100 mm. Des photos ont ete prises a 
differents grossissements. 
22. Microscopie electronique a transmission 
La morphologie des cellules transformees a ete observee au microscope 
electronique a transmission (MET) Les cellules ont ete conservees en culture 
pendant 30 jours post confluence dans des boTte de culture de 100 mm. Elles ont 
ensuite ete lavees deux fois avec du PBS 1X, prefixees 15 minutes dans une 
solution 1 :1 de milieu de culture DMEM et d'un tampon fraTchement prepare 
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contenant 2,8% de glutaraldehyde dilue dans un tampon cacodylate (0,1 M 
cacodylate, 7,5% sucrose), puis fixees 30 minutes a temperature ambiante dans 
une solution contenant 2,8% de glutaraldehyde. Apres deux lavages, les cellules 
ont ete post-fixees pendant 60 minutes dans un tampon cacodylate contenant 2% 
de tetroxyde d'osmium. Les echantillons ont ensuite ete deshydrates dans des 
solutions de concentration croissante en ethanol (40, 70, 90, 95, 100%, 3 fois 
pour chaque dilution), puis recouverts deux fois 3 heures d'une fine couche de 
resine d'araldite 502 (pour remplacer I'ethanol). La resine a ensuite ete 
polymerisee 48 heures a 60°C. Les coupes minces ont ete effectuees en utilisant 
un ultra-microtome LKB puis contrastees en utilisant du tampon citrate et de 




1. Phosphorylation de Cdx2/3. 
1.1 Les MAP kinases p38a et ERK1 phosphorylent Cdx2/3. 
Un essai de phosphorylation in vitro a ete realise avec les portions N- et C-
terminales de Cdx2/3, de meme qu'avec la proteine totale, fusionnees a la 
glutathione S-transferase. Les proteines ont ete produites et incubees avec la 
MAP kinase p38a et la MAP kinase ERK1 et du 32P-[ATP]. La GST seule 
represente le controle negatif. Les resultats montrent que les deux enzymes ont 
la capacite de phosphoryler Cdx2/3 total ainsi que les portions N- et C-terminales 
in vitro (Figure 13). La kinase Cdk2/Cycline E peut aussi phosphoryler Cdx2/3 
(non montre). La kinase ERK1 semble phosphoryler Cdx2/3 plus efficacement 
que la kinase p38a. 
1.2 Des mutations site-specifiques affectent la phosphorylation de la 
portion N-terminale de Cdx2/3 par les MAP kinases p38a et ERK1. 
Le programme informatique NetPhos2.0 (w\A/w.cbs.dtu.dk/services/NetPhos) a 
permis d'etudier la sequence de Cdx2/3 et les serines, threonines et tyrosines 
ayant une possibilite elevee de phosphorylation ont ete identifiees. Nous nous 
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Figure 13. Les MAP kinases p38cc et ERK1 phosphorylent 
Cdx2/3. 
15 |jg de proteines de fusion GST (controle negatif), GSTCDX3 total, GSTCDX3 
1-180 et GSTCDX3 180-313 ont ete incubees 5 minutes a 30 °C avec 40 ng de 
p38a ou 20 ng de ERK1 et 5 uCi/essai de [y-32P]-ATP. Les produits de la reaction 
ont ete charges sur un gel de polyacrylamide 10 % et I'activite kinase a ete 
revelee par autoradiographic. Les experiences ont ete realisees 3 fois. Comme 
controle de quantite de proteines chargees sur le gel, une coloration au Bleu de 
Coomassie a ete effectuee. 
p38oc 
GST Cdx3 1-180 180-313 
Autoradiographie 
Bleu de Coomassie 
ERK1 
GST Cdx3 1-180 180-313 
Autoradiographie 
Bleu de Coomassie 
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sommes concentres sur les serines ayant le motif SP consensus pour une 
phosphorylation par les MAP kinases p38oc et ERK1. Nous avons mute en 
alanine les serines 33, 60, 99, 108 et 156 dans la portion N-terminale de Cdx2/3. 
Les portions N-terminales de Cdx2/3 comportant la mutation d'une serine en 
alanine, en fusion avec la glutathione S-transferase, ont ete utilisees pour 
effectuer une phosphorylation in vitro avec les MAP kinases p38ot et ERK1. Nous 
pouvons observer que les mutations des serines 33, 60 et 156 en alanine 
reduisent la phosphorylation de la portion N-terminale par les kinases p38oc et 
ERK1 (Figure 14A, 14B). Comme demontre precedemment dans le memoire de 
Sebastien Mongrain, le domaine N-terminal de la proteine Gdx2/3 ayant une 
deletion des acides amines 61 a 76 n'est que tres faiblement phosphoryle par la 
kinase p38a ainsi que par la MAP kinase ERK1 (Figure 14A, 14B). 
1.3 Les mutations site-specifiques combinees accentuent la perte de 
phosphorylation de Cdx2/3 par les kinases p38a et ERK1. 
Des combinaisons de mutation de Cdx2/3 fusionnes a la glutathione S-
transferase ont aussi ete realisees. Des essais de phosphorylation in vitro ont ete 
effectues avec les kinases p38cc et ERK1. Nous pouvons observer que la 
combinaison des mutations des serines diminue grandement la phosphorylation 
de la portion N-terminale de Cdx2/3, comparativement a I'essai de 
phosphorylation avec les mutants simples (Figure 15). Par exemple, les 
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Figure 14. Des mutations site-specif iques affectent la 
phosphorylation de la portion N-terminale de 
Cdx2/3 par les MAP kinases p38cc et ERK1. 
A) 15 |jg de proteines de fusion GST (controle negatif), GSTCDX3 1-180, 1-180 
S33A, 1 -180 S60A, 1 -180 S99A, 1 -180 S108A, 1 -180 S156A et 1 -180 A61 -76 ont 
ete incubees 5 minutes a 30 °C avec 40 ng de p38a ou 20 ng de ERK1 et 5 
uCi/essai de [y-32P]-ATP. Les produits de la reaction ont ete charges sur un gel 
de polyacrylamide 10 % et I'activite kinase a ete revelee par autoradiographie. 
Les experiences ont ete realisees 3 fois. Comme controle de quantite de 
proteines chargees sur le gel, une coloration au Bleu de Coomassie a ete 
effectuee. 
B) Densitometrie obtenue avec I'experience d'essai de phosphorylation in vitro 
retrouvee en A, qui est representative d'au moins 3 essais independants. Le 
logiciel ImageQuant TL version 2005 distribue par Amersham Biosciences a ete 
utilise. 
p38a 



































combinaisons de mutations des serines 33, 60 et 99 ou de 60, 99 et 156 affectent 
particulierement I'intensite de phosphorylation par la kinase p38oc. Pour la kinase 
ERK1, les mutations des serines 60 et 156 en combinaison avec les serines 33 et 
99 semblent importantes pour la perte de phosphorylation du domaine N-terminal 
de Cdx2/3. II est interessant de constater que les MAP kinases p38oc et ERK1 
semblent privilegier differentes combinaisons de serines. 
1.4 La mutation ou la deletion du domaine 4S du domaine C-terminal de 
Cdx2/3 attenuent la phosphorylation par les kinases p38a et ERK1. 
Nous avons produit des mutants de Cdx2/3 total fusionnes a la glutathione S-
transferase, comprenant les mutations du motif 4S comprenant les serines 283, 
287, 291 et 295, de meme que la deletion des domaines comprenant les acides 
amines 143 a 160 et 266 a 313. Nous pouvons observer que, contrairement a la 
deletion des acides amines 143 a 160, la deletion des acides amines 266 a 313 
et la mutation en alanine des 4 serines en C-terminal affectent de facon 
importante la phosphorylation de la proteine totale par les MAP kinases p38cc et 
ERK1 (Figure 16). Done en plus de la region N-terminale, la region C-terminale 
est un site de phosphorylation par les MAP kinases. 
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Figure 15. Les mutations site-specifiques combinees 
accentuent la perte de phosphorylation de 
Cdx2/3 par les kinases p38oc et ERK1. 
A) 15 |jg de proteines de fusion GST (controle negatif), GSTCDX3 1-180, et 
GSTCDX3 1-180 avec differentes combinaisons de serines mutees en alanine 
ont ete incubees 5 minutes a 30 °C avec 40 ng de p38a ou 20 ng de ERK1 et 5 
uCi/essai de [y-32P]-ATP. Les produits de la reaction ont ete charges sur un gel 
de polyacrylamide 10 % et I'activite kinase a ete revelee par autoradiographic. 
Les experiences ont ete realisees 3 fois. Comme controle de quantite de 
proteines chargees sur le gel, une coloration au Bleu de Coomassie a ete 
effectuee. 
B) Densitometrie obtenue avec I'experience d'essai de phosphorylation in vitro 
retrouvee en A, qui est representative d'au moins 3 essais independants. Le 
logiciel ImageQuant TL version 2005 distribue par Amersham Biosciences a ete 
utilise. 
p38oc 
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Figure 16. La mutation ou la deletion du domaine 4S du 
domaine C-terminal de Cdx2/3 attenuent la 
phosphorylation par les kinases p38cc et ERK1. 
A) 15 ug de proteines de fusion GST (controle negatif), GSTCDX3 total, 
GSTCDX3 total A143 a 160, A266 a 313 et GSTCDX3 total ayant des serines du 
motif 4S en C-terminal mutees en alanine ont ete incubees 5 minutes a 30 °C 
avec 40 ng de p38a ou 20 ng de ERK1 et 5 uCi/essai de [y-32P]-ATP. Les 
produits de la reaction ont ete charges sur un gel de polyacrylamide 10 % et 
I'activite kinase a ete revelee par autoradiographie. Les experiences ont ete 
realisees 3 fois. Comme controle de quantite de proteines chargees sur le gel, 
une coloration au Bleu de Coomassie a ete effectuee. La phosphorylation de la 
proteine totale a ete faite en meme temps que les mutants, mais le film a du etre 
coupe pour simplifier la figure presentee. 
B) Densitometrie obtenue avec Pexperience d'essai de phosphorylation in vitro 
retrouvee en A, qui est representative d'au moins 3 essais independants. Pour 
I'essai presente, la proteine sauvage a ete utilisee comme controle pour la 
phosphorylation avec p38, et le mutant S291-295A pour la phosphorylation avec 
ERK1 (ce mutant n'ayant pas d'effet sur la phosphorylation de la proteine totale). 
Cela est du a une phosphorylation trop faible de la proteine sauvage (pour cet 
essai), ne permettant pas une bonne analyse par le logiciel. Le logiciel 





































1.5 Les MAP kinases p38oc et ERK1 interagissent avec Cdx2/3 par des 
domaines differents. 
L'interaction des kinases p38oc et ERK1 avec la portion N-terminale de Cdx2/3 a 
ete etudiee par des essais de precipitation GST. Differents mutants de deletion 
ont ete produits, correspondant a differents domaines conserves ou non entre les 
orthologues de Cdx2/3 du hamster et du poisson zebre (Sebastien Mongrain, 
communication personnelle). Ces mutants on ete produits en fusion avec la 
glutathione S-transferase et ont ete utilises pour un essai de precipitation GST en 
presence d'extraits totaux de cellules Caco-2/15 3 jours post-confluentes. Les 
complexes ont ete separes sur un gel SDS-polyacrylamide et l'interaction avec 
les MAP kinases p38a et ERK1/2 a ete mise en evidence par immunobuvardage 
de type Western, avec des anticorps specifiques a la MAP kinase p38a ou a la 
MAP kinase ERK1/2 (Figure 17). Les kinases p38a et ERK1/2 interagissent avec 
la portion 1-180 de Cdx2/3. Les acides amines 61 a 76 de Cdx2/3 sont un site 
d'interaction avec la MAP kinase p38a, alors que les acides amines 37 a 44 de 
Cdx2/3 interagissent avec la MAP kinase ERK1/2, tel que demontre par I'absence 
d'interaction respectivement avec p38a et ERK1/2. Done, p38a et ERK1/2 
interagissent avec des domaines differents de Cdx2/3. 
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Figure 17. Les MAP kinases p38cc et ERK1 interagissent 
avec Cdx2/3 par des domaines differents. 
15 |jg de proteines de fusion GST (controle negatif), GSTCDX3 1-180, GSTCDX3 
1-180 A37-44, A61-76, A77-88, A89-107 et A127-142 ont ete incubees avec 1 mg 
d'extraits totaux de cellules Caco-2/15 3 jours post-confluentes pour realiser une 
precipitation GST. Les complexes obtenus ont ete charges sur un gel SDS-10% 
polyacrylamide, puis ils ont ete transferes sur une membrane de PVDF et mis en 
evidence par immunobuvardage de type Western en utilisant un anticorps 
monoclonal specifique a la MAP kinase p38 et un autre a la MAP kinase p42/p44. 
30 ug d'extraits totaux de cellules Caco-2/15 ont ete utilisees a titre de controle 
positif. Comme controle de quantite de proteines chargees sur le gel, une 
coloration de la membrane au rouge de Ponceau a ete effectuee. Cette 
experience a ete realisee deux fois. Les fusions GST sont indiquees par une 













1.6 La mutation de certaines serines affecte la mobilite de Cdx2/3 par 
immunobuvardage de type Western. 
Nous avons infecte les cellules IEC-6 avec des constructions retrovirales 
exprimant differents mutants de Cdx2/3. Nous avons verifie les niveaux 
d'expression de Cdx2/3 par immunobuvardage de type Western (Figure 18). Les 
niveaux d'expression des mutants de Cdx2/3 sont quasi identiques. Par contre, 
I'anticorps Cdx3 de lapin produit contre la proteine totale ne peut reconnaitre le 
mutant de deletion des acides amines 266 a 313 (voir plus loin). 
L'immunobuvardage de type Western revele que Cdx2/3 migre selon un patron 
de 4 bandes distinctes (Figure 19A). La mutation de la serine 99 en alanine 
amene un retard dans la migration des bandes (Figure 18). La deletion des 
acides amines 61 a 76 modifie le patron des bandes. II est interessant de 
constater que les quadruples mutants en N-terminal (serines 33, 60, 99 et 156) et 
en C-terminal (serines 283, 287, 291 et 295) montrent une mobilite accrue et un 
changement dans I'intensite relative des bandes (Figure 18, 19A) Cette mobilite 
differente est probablement due a la phosphorylation. En effet, nous avons traite 
avec la phosphatase PP1 Cdx2/3 ou des mutants des serines 60 et 99 en alanine 
portant une etiquette HA, et immunoprecipites avec un anticorps HA. Nous avons 
observe une augmentation de la mobilite des bandes lorsque les proteines sont 
dephosphorylees avec la phosphatase PP1 (Figure 19B). 
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Figure 18. Les mutants de Cdx2/3 sont exprimes dans les 
cellules IEC-6 infectees. 
15 ug d'extraits totaux de cellules IEC-6-Puro, IEC-6-CDX3, IEC-6-CDX3 S33A, 
IEC-6-CDX3 S60A, IEC-6-CDX3 S99A, IEC-6-CDX3 S156A, IEC-6-CDX3 A61-
76, IEC-6-CDX3A143-160, IEC-6-CDX3 A266-313, IEC-6-CDX3 S33-60-99-156A 
et IEC-6-CDX3 S283-287-291-295A confluentes ont ete charges sur un gel SDS-
10% polyacrylamide, transferes sur une membrane de PVDF et mis en evidence 
par immunobuvardage de type western en utilisant un anticorps polyclonal 
specifique pour Cdx3. Gomme controle de quantite de proteines, I'anticorps 
monoclonal specifique a I'actine a ete utilise. 
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Figure 19. La mutation de certaines serines affecte la 
mobilite de Cdx2/3 sur gel Western. 
A) 15 ug d'extraits totaux de cellules IEC-6-CDX3, IEC-6-CDX3 S33-60-99-156A 
et IEC-6-CDX3 S283-287-291-295A ont ete charges sur un gel SDS-12% 
polyacrylamide, transferes sur une membrane de PVDF et mis en evidence par 
immunobuvardage de type Western en utilisant un anticorps polyclonal specifique 
pour Cdx3. Comme controle de quantite de proteines, I'anticorps monoclonal 
specifique a I'actine a ete utilise. 
B) 2 ug du vecteur d'expression pBATCDX3, pBATCDX3 S60A et pBATCDX3 
S99A avec une etiquette HA ont ete transfectes de facon transitoire avec la 
Lipofectamine 2000 dans les cellules 293T pendant 48 heures. 750 ug d'extraits 
totaux ont ete incubes 2 heures avec des billes proteine A-agarose pour effectuer 
une immunoprecipitation avec 5 uL d'anticorps HA. Les complexes ont ete traites 
40 minutes a 30 °C a la phosphatase PP1. Les complexes ont ete charges sur un 
gel SDS-10% polyacrylamide, transferes sur une membrane de PVDF et mis en 
evidence par immunobuvardage de type Western en utilisant un anticorps 
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Nous avons ensuite effectue urre super retention pour verifier la capacite de 
liaison a I'ADN de chaque mutant. La sonde utilisee, correspondant au domaine 
de liaison de Cdx2/3 dans le promoteur de la sucrase-isomaltase (SIF1), a ete 
marquee radioactivement avec du 32P-dCTP. Les essais de retention et super-
retention ont ete effectues en presence ou non de I'anticorps Cdx3. Nous avons 
confirme que tous les mutants lient I'ADN. De plus, le mutant A266-313 lie I'ADN 
et est revele par I'anticorps contre Cdx3 dans un gel natif (Figure 20). 
II est done interessant de constater que plusieurs sites dans le domaine de 
transactivation de Cdx2/3 peuvent etre phosphoryles in vitro par les MAP kinases 
p.38a et ERK1/2 et que ces deux kinases ont des preferences pour certaines 
combinaisons de mutations. Les serines 60 et 156, de meme que les domaines 
61-76 et 266-313 sont des sites importants pour la phosphorylation de Cdx2/3. 
Ces mutations semblent egalement avoir un effet sur la proteine in vivo puisque 
la mutations de la serine 99 et la combinaison des mutations des quatre serines 
en N- et C-terminal affectent le patron de bandes de la proteine par 
immunobuvardage. Cet effet pourrait etre associe a une phosphorylation 
differente de la proteine. 
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Figure 20. Capacite de liaison a I'ADN des mutants de 
Cdx2/3. 
5 |jg d'extraits de proteines nucleases de cellules IEC-6-Puro, IEC-6-CDX3, IEC-
6-CDX3 S33A, IEC-6-CDX3 S60A, IEC-6-CDX3 S99A, IEC-6-CDX3 S156A, IEC-
6-CDX3 A61-76, IEC-6-CDX3 A143-160, IEC-6-CDX3 A266-313, IEC-6-CDX3 
S33-60-99-156A et IEC-6-CDX3 S283-287-291-295A confluentes ont ete incubes 
avec la sonde SIF1 radiomarquee au 32P-ATP, avec ou sans la presence de 
I'anticorps polyclonal specifique a Cdx3. Les complexes ont ete charges sur un 
gel de polyacrylamide non denaturant. Les proteines pouvant lier la sonde sont 
retenus dans le haut du gel avec la sonde, tandis que la sonde non liee est 
retrouvee dans le bas du gel. Lorsque I'anticorps est present, une super-retention 
est produite et la bande correspondant a la sonde liee a la proteine disparaTt. La 














2. Les mutations sur serines de Cdx2/3 affectent la 
differenciation des cellules IEC-6. 
2.1 Effets sur les cellules en culture. 
L'expression des mutants de Cdx2/3 dans la lignee cellulaire IEC-6 a permis 
d'observer un aspect different de la culture cellulaire pour quelques mutants. Des 
photos ont ete prises en microscopie a fond clair a sous confluence et a 30 jours 
post-confluence. Nous pouvons observer que la population controle IEC-6-Puro a 
30 jours post-confluence ne presente pas d'amas de cellules comparables a ce 
que Ton observe pour la population IEC-6-Cdx2/3 (Figure 21). A 30 jours post-
confluence, certaines populations forment des amas cellulaires, et d'autres non, 
comme la population controle et la population IEC-6-Cdx2/3-A143-160. De plus, 
les populations exprimant les mutants S99A, A61-76 et S283-287-291-295A, qui 
demontraient une proliferation importante, possedaient une bonne quantite de 
cellules flottantes et arrondies. Une acidification du milieu a egalement ete 
observee a partir de 15 jours post confluence pour les populations S33A, S156A 
et. pour la population exprimant le quadruple mutant en N-ferminal, ce qui 
suggere une activite metabolique plus importante. Ces observations sont 
resumees dans le tableau 10. 
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Tableau 10 : Caracteristiques des populations de cellules IEC-6 exprimant 
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2.2 Effets sur la proliferation. 
Nous avons verifie la proliferation des differentes populations cellulaire. 
L'expression de Cdx2/3 sauvage augmente legerement la proliferation des 
cellules IEC-6 comparativement a la population controle IEC-6 puro, tel que 
determine par le temps de doublement (Tableau 10). Nous observons trois 
patrons de proliferation : 24 heures (Puro et S283-287-291-295A), 19 a 21 heures 
(Wt, S33A, S60A, S99A, S33-60-99-156A) et 17-18 heures (S156A, A61-76, 
A143-160 et A266-313). Les cellules exprimant Cdx2/3 ou des mutants sauf 
A143-160 ont tendance a s'empiler. Le nombre de cellules a 5 jours post-
confluence, comparativement aux cellules controle n'exprimant pas Cdx2/3, est 
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Figure 21. Microscopie en contraste de phase des 
populations IEC-6 exprimant Cdx2/3 ou des 
formes mutees. 
Microscopie en contraste de phase de la population controle Puro, de la 
population exprimant Cdx2/3 (Wt) ou ayant les 4 serines en N- (S33-60-99-156) 
ou C-terminal (S283-287-291-295A) mutees en alanine a sous-confluence (A) ou 
a 30 jours post-confluence (B). Les photos ont ete prises dans des boTtes de 
culture de 100 mm avec un grossissement de 5X. 
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augmente. Par exemple, les quadruples mutants en N- et C-terminal ont des 
densites de saturation a 13 jours post-confluence plus elevees que cedes des 
cellules controle, comparables a celles des populations exprimant Cdx2/3, et 
forment des amas plus abondants. Le nombre de cellules a 13 jours post-
confluence est egalement indique dans le tableau 10 afin de mieux comprendre 
les observations mentionnees. Par exemple, le mutant de deletion des acides 
amines 61 a 76 possede une grande densite de saturation mais moins d'amas 
cellulaires que la population exprimant Cdx2/3 sauvage. Par contre, la population 
exprimant Cdx2/3 ayant les quatre serines du domaine N-terminal mute en 
alanine possede une densite de saturation semblable a celle de la population 
sauvage, mais elle forme beaucoup plus d'amas cellulaire. Les mutations 
n'affectent done que peu la capacite de Cdx2/3 a augmenter la densite de 
saturation, A61-76 accumulant le plus de cellules et A143-160 le moins. Dans le 
tableau 10, ('utilisation du milieu pour chaque population est indiquee afin 
d'illustrer I'activite metabolique. Nous avons observe une acidification plus rapide 
du milieu pour les populations formant le plus d'amas cellulaires ou ayant une 
densite de saturation plus elevee, comme la population exprimant le quadruple 
mutant en N-terminal et les mutants simples S33A et S156A. Done, certaines 
mutations alterent la proliferation cellulaire et la capacite des cellules IEC6 a 
s'empiler et a former des amas cellulaires. 
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2.3 Phenotypes induits par les differentes mutations de Cdx2/3 a 30 jours 
post confluence. 
La culture des populations a 30 jours post-confluence a egalement servie a 
effectuer des coupes transversales des cellules, qui ont ete etudiees par 
microscopie electronique a transmission (Figure 22). Comparativement a la 
population controle, les populations exprimant Cdx2/3 ou certains mutants ont 
demontre un debut de differenciation qui peut etre illustre par I'apparition de 
microvillosites et de jonctions serrees a la membrane apicale. La population 
exprimant Cdx2/3 ayant une deletion des acides amines 143 a 160 n'a pas mene 
a un debut de differenciation. 
2.4 Les mutations de Cdx2/3 alterent induction de genes cibles. 
Differentes cibles connues de Cdx2/3 et certaines identifies par micropuce 
d'ADN ont ete etudiees par RT-PCR pour les populations exprimant les mutants 
de Cdx2/3. Les mutations causent des variations dans I'expression de genes 
cibles identifies par analyse de micropuces (Figure 23). Nous pouvons diviser les 
mutants en 3 classes. Ceux qui menent a des modifications dans I'expression de 
nombreux genes (mutation des serines 33, 60 et les deletions des domaines 61-
76 et 143-160), ceux qui menent a des modifications dans des sous-groupes 
(deletion des acides amines 266 a 313 et les quadruples mutants en N- et C-
terminal), et ceux qui n'entrament aucun effet (serines 156 et 99). Le premier 
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groupe comprend la mutation de la serine 33 qui diminue la transcription des 
genes A2M, HNF4, P11P, Nox1 et Myosine VII et XV, par rapport au niveau 
observe avec la population exprimant Cdx2/3 sauvage. La mutation de la serine 
60 a diminue la transcription des genes HNF4, Nox1 et Myosine VII et XV. La 
deletion des aeides amines 61 a 76 a diminue la transcription des genes A2M, 
HNF4, P11P et Myosine VII et XV alors que la deletion des aeides amines 143 a 
160 a diminue la transcription de tous les genes etudies. La deletion des aeides 
amines 266 a 313 a diminue la transcription des genes Galectine 4, P11P et 
Myosine VII et XV. Le quadruple mutant en N-terminal a diminue la transcription 
des genes HNF4, P11P, Nox1 et Myosine VII et XV, alors que le quadruple 
mutant en C-terminal n'a affecte le niveau de transcription que des genes A2M et 
LBP. La mutation de la serine 156 et celle de la serine 99 ont peu affecte les 
niveaux de transcription des genes etudies. Ces resultats montrent que des 
mutations menent a des modifications specifiques de I'expression de certains 
genes, et que I'activite transcriptionnelle de Cdx2/3 est relativement sensible a 
des mutations dans ses domaines de transactivation. 
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Figure 22. Microscopie electronique a transmission des 
populations IEC-6 exprimant Cdx2/3 ou des 
formes mutees a 30 jours post-confluence. 
Microscopie electronique a transmission de la population controle Puro, de la 
population exprimant Cdx2/3 (Wt), Cdx2/3-S99A, Cdx2/3-A143-160 et Cdx2/3 
ayant les 4 serines en N- (S33-60-99-156) ou C-terminal (S283-287-291-295A) 





Figure 23. Induction differentielle de genes cibles de Cdx2/3 
dependamment des mutations dans les cellules 
IEC-6. 
Les ARNs totaux ont ete isoles des populations exprimant Cdx2/3 et des formes 
mutantes et ont ete utilises pour un RT-PCR semiquantitatif. Le gene GAPDH a 
ete utilise a titre de controle d'ARN utilise. 
HNF4 : Hepatocyte Nuclear Factor 4 
LGALS4 : Galectine 4 
A2M : alpha-2-macroglobuline 
P11P : Plasma membrane proteolipid 
NOX1 : NADPH oxidase 1 
LBP : Lipopolysaccharide-Binding Protein 
GAPDH : Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
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Les differents resultats enumeres ont ete resumes dans le tableau 11, afin de 
faciliter la comprehension de la partie discussion. 
Tableau 11 : Resume des effete observes pour chaque mutation par rapport 























































































































1. Les serines en N- et C-terminal de Cdx2/3 sont phosphorylees 
in vitro et in vivo. 
Comme mentionne precedemment, les MAP kinases ERK1/2 et p38a ainsi que la 
Cdk2 phosphorylent le facteur de transcription Cdx2/3 et regularised ainsi son 
activite transcriptionnelle et sa stabilite. Les MAP kinases sont impliquees dans 
differents processus cellulaires tels la proliferation, la differenciation, 
rinflammation et I'apoptose. ERK1/2 repond aux stimuli de facteurs de croissance 
et regule la proliferation, la differenciation et la survie cellulaire. La deregulation 
de cette voie de signalisation est souvent associee a la formation de cancers 
(DHILLON et al.\ 2007). La MAP kinase p38 est un regulateur important des 
reponses a differents stress (CUENDA et ROUSSEAU, 2007). Ces deux kinases 
regulent I'activite transcriptionnelle de Cdx2/3 de facon opposee. Erk1/2 etant 
majoritairement dans les cryptes, sa phosphorylation sur la serine 60 de Cdx2/3 
cause une diminution de I'activite transcriptionnelle sur le promoteur de la 
sucrase-isomaltase. Cette phosphorylation de Cdx2/3 est retrouvee selon un 
gradient decroissant vers le haut de la villosite (RINGS et al., 2001). La 
phosphorylation activatrice de p38a est retrouvee selon un gradient croissant 
vers le haut de la villosite, et sa phosphorylation de Cdx2/3 active son activite 
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transcriptionnelle sur le promoteur de la sucrase-isomaltase (HOUDE et ai, 
2001). La phosphorylation par la Cdk2 amene la degradation de Cdx2/3 par la 
voie du proteasome et pourrait suggerer une regulation de I'expression de la 
proteine en correlation avec le cycle cellulaire (GROSS era/., 2005). 
Nous avons confirme que ces kinases phosphorylent Cdx2/3 total, de meme que 
les portions N-terminale et C-terminale independamment, ce qui pourrait 
suggerer que les kinases peuvent se lier en N- et en C- terminal de Cdx2/3. 
Cependant, la kinase p38a phosphoryle plus faiblement les domaines N- ou 
C-terminal de Cdx2/3, contrairement a la proteine totale. Ce qui suggere qu'/n 
vitro, des domaines de phosphorylation se trouvent autant en N- qu'en C-
terminal, et que la perte d'un des deux domaines attenue la phosphorylation 
globale de la proteine par p38a. La phosphorylation des deux domaines 
independamment n'affecte pas les kinases ERK1 et Cdk2 (resultat non presente). 
II est clair qu'on ne peut assumer que la phosphorylation obtenue in vitro 
represente la phosphorylation in vivo. 
Nous avons d'abord envisage d'identifier les differents sites de phosphorylation 
par les kinases p38oc et ERK1 par spectrometrie de masse. Cependant, cette 
methode s'est averee infructueuse, du a I'indisponibilite d'une enzyme de 
digestion generant la longueur de peptides optimaux pour cette technique. De 
plus, lorsqu'ils etaient de la bonne longueur, les peptides obtenus comprenaient 
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rarement les sites putatifs que nous suspections. Ce volet de mon projet a alors 
ete mis de cote. 
Par mutagenese dirigee, nous avons mute quatre serines presentes dans le 
domaine de transactivation comprenant les acides amines 1 a 180, identifies 
comme sites potentiels de phosphorylation par les MAP kinases selon le 
programme NetPhos 2.0. Le motif de 4 serines en C-terminal, regularisant la 
stabilite de la proteine (GROSS et at., 2005), a egalement ete mute en alanine. 
Nous avons confirme que la serine 60 est un site de phosphorylation par la MAP 
kinase ERK1, mais egalement par p38a. Nous avons de plus identifie les serines 
33 et 156 comme sites de phosphorylation par les MAP kinases. La serine 99 est 
particuliere, puisque la mutation amene une phosphorylation accrue de la portion 
1-180.de Cdx2/3 par la kinase ERK1 et par p38a dans une moindre mesure. 
Cette serine agit peut-etre comme un regulateur negatif de la phosphorylation de 
la portion 1-180 de Cdx2/3. Sa mutation pourrait aussi permettre la 
phosphorylation d'autres sites. La deletion des acides amines 61 a 76, 
prealablement identifie comme site d'interaction de p38oc avec Cdx2/3 par 
Sebastien Mongrain, amene une perte presque complete de la phosphorylation 
de la portion 1-180 par la kinase p38a mais egalement par ERK1. II faut noter 
que la deletion enleve la proline du site SP a I'acide amine 60, ce qui enleve un 
site de phosphorylation de la MAP kinase ERK1/2. Ce domaine est done un site 
important pour la phosphorylation par les MAP kinases. 
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Par la suite, la combinaison de la mutation de plusieurs serines a permis de 
constater un effet cumulatif, ce qui suggere que plusieurs sites peuvent etre 
phosphoryles par ces deux kinases. Dans le cas de la MAP kinase p38a, la perte 
de phosphorylation est la plus importante lorsque les serines 33, 60 et 99 sont 
mutees simultanement, de meme que lorsque les serines 60, 99 et 156 sont 
mutees conjointement. Ces resultats concordent avec les resultats de 
phosphorylation des mutants simples, qui avaient identifie les serines 33, 60 et 
156 comme sites de phosphorylation par p38a in vitro. Comme les differents sites 
de phosphorylation sont inactives en meme temps, la kinase ne possede plus 
d'autres cibles de phosphorylation possibles, ce qui expliquerait la perte presque 
totale de la phosphorylation par la MAP kinase p38a. Pour la kinase ERK1, ce 
sont les mutations des serines 60 et 156, couplees a la mutation d'autres serines, 
qui ont eu le plus grand effet sur la phosphorylation du domaine 1-180. 
L'importance de la serine 60 n'est pas surprenante dans le cas de la 
phosphorylation par ERK1, puisque cette serine a deja ete identifiee comme une 
cible de cette voie de phosphorylation (RINGS etal., 2001). Mais sa combinaison 
avec la serine 156, site identifie par Sebastien Mongrain, annule presque 
totalement la phosphorylation lorsque ces deux sites sont couples a la mutation 
des serines 33 ou 99. Malheureusement, le mutant quadruple pour la portion N-
terminale n'a pu etre genere, ce qui aurait pu confirmer, si la perte de 
phosphorylation totale avait ete obtenue, que ces quatre serines sont bien les 
seuls sites de phosphorylation en N-terminal par les MAP kinases p38a et ERK1. 
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Les deux mutants de deletions des acides amines 143 a 160 et 266 a 313 de la 
proteine totale ont presente une perte de phosphorylation pour la kinase p38cc. La 
deletion des acides amines 143 a 160 a enframe une perte de phosphorylation 
plus importante que la mutation seule de la serine 156 presente dans ce 
domaine, ce qui pourrait etre explique par un changement dans la conformation 
de la proteine, dissimulant d'autres sites de phosphorylation, ou empechant 
I'interaction efficace de la kinase. Pour ce qui est de la phosphorylation de 
Cdx2/3 par la MAP kinase ERK1, celle-ci n'est pas affectee par la deletion des 
acides amines 143 a 160. Ceci peut etre explique par le fait que la kinase ne 
necessite pas ce domaine pour interagir avec Cdx2/3 total et que la 
phosphorylation des serines ciblees par la MAP kinase ERK1/2 est moins 
sensible a I'impact de la deletion, contrairement a la phosphorylation par p38a 
(resultats non presentes). Finalement, la mutation des quatre serines retrouvees 
dans le domaine 266 a 313 a donne une nette diminution de la phosphorylation 
par la MAP kinase p38a. Ceci peut etre explique par le fait que la premiere de 
ces quatre serines est situee a un site consensus pour la phosphorylation par les 
kinases ERK, p38, GSK3-|3 et Cdk2 (OBENAUER et ai, 2003). Nos resultats 
suggerent que la serine 283 est phosphorylee par la kinase p38a, puisque la 
mutation des deux dernieres serines seulement n'affecte pas la phosphorylation 
de Cdx2/3. On ne peut ecarter la possibilite que les trois serines suivantes 
puissent etre phosphorylees par la kinase, suite a la phosphorylation de la 
premiere. Dans le cas de la kinase ERK1, I'effet des mutations est moins 
prononce que.pour la kinase p38a. Ceci concorde avec le fait que ces quatre 
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serines ne sont pas necessaires a la phosphorylation de Cdx2/3 par la MAP 
kinase ERK2 (GROSS et a/., 2005). Done en resume, les quatre serines 33, 60, 
99 et 156 presentes dans la region 1-180 de la proteine Gdx2/3 sont 
phosphorylees par les MAP kinases p38a et ERK1, mais les serines 33, 60 et 
156 semblent etre des sites de predilection pour la phosphorylation par ces deux 
kinases. En C-terminal, le motif 4S, prealablement associe a la stabilite de la 
proteine suite a une phosphorylation par Cdk2, s'avere egalement phosphoryle 
par les MAP kinases in vitro. 
Des essais de liaison GST ont par la suite confirme les resultats de Sebastien 
Mongrain concernant le site d'interaction de la MAP kinase p38a aux acides 
amines 61 a 76 de Cdx2/3. On pourrait speculer que la liaison de la p38a au 
domaine 61-76 pourrait reduire la phosphorylation de la serine 60 par ERK1/2. 
De facon interessante, nous avons demontre que I'interaction avec la MAP 
kinase ERK1/2 se ferait au niveau des acides amines 37 a 44 de Cdx2/3. Cette 
difference au niveau du site d'interaction avec Cdx2/3 s'ajoute a celles deja 
connues pouvant influencer la phosphorylation et la regulation de I'activite 
transcriptionnelle de Cdx2/3, comme par exemple la localisation de la forme 
active de ces deux kinases le long de I'axe crypte-villosite. 
Les mutations simples, de meme que les deletions et les mutants quadruples en 
N- et C-terminal ont ete exprimes de facon stable par infection retroviral dans la 
lignee cellulaire IEC-6. Le niveau d'expression de chaque mutant, de meme que 
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la capacite de liaison a I'ADN de chacun, ont d'abord ete verifies. Les niveaux 
d'expression de chaque mutant etant presque tous egaux, nous suggerons 
qu'aucune des mutations generees n'affecte la stabilite de la proteine. 
Cependant, la stabilite de la proteine peut etre regulee par la phosphorylation par 
la Cdk2 (BOULANGER et al., 2005; GROSS ef a/., 2005). II est done possible 
que la phosphorylation de Cdx2/3 induite par les voies de signalisation induite par 
I'EGF ou l'IL-ip puisse en faire autant. Nous n'avons toutefois pas verifie cette 
hypothese, par exemple en stimulant les populations a I'EGF ou a l'IL-ip. 
L'anticorps Cdx3 utilise ne reconnaTt pas le mutant possedant la deletion des 
acides amines 266 a 313 par immunobuvardage. Cependant, cette population 
exprime bien la proteine mutante, puisque les essais de liaison a I'ADN ont 
permis de confirmer la presence de Cdx2/3. II est probable que l'anticorps utilise 
ne reconnaisse pas la proteine mutante sous sa forme denaturee, mais est 
capable de la lier dans sa forme native et ainsi produire la super-retention. 
Par la suite, nous avons observe par immunobuvardage que les patrons de 
bandes differaient pour certains mutants. Le retard dans la migration des bandes 
pour la mutation de la serine 99 en alanine pourrait etre associe a un gain de 
modifications post-traductionnelles, la phosphorylation par exemple. II a d'ailleurs 
ete observe par essai de phosphorylation in vitro que la mutation de la serine 99 
en alanine resulte en une phosphorylation accrue de la portion N-terminale de 
Cdx2/3. II serait possible que cette mutation induise un signal pro-
phosphorylation du domaine N-terminal, ou que le changement d'un acide amine 
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charge pour un acide amine neutre releve une inhibition de la phosphorylation au 
niveau de ce domaine. Cette observation doit par contre etre plus approfondie. Le 
fait que les patrons de bandes ne soient pas affectes par la mutation simple des 
serines 33, 60 et 156 indique que plusieurs serines peuvent etre impliquees et 
que la combinaison de certaines aurait un effet plus prononce. Ce phenomene a 
ete mis en evidence lors de I'etude du motif 4S en C-terminal. En effet, alors que 
la mutation simple de chacune des serines n'affecte pas I'activite 
transcriptionnelle de Cdx2/3 sur le promoteur de la phospholipase A intestinale, la 
combinaison de la mutation des quatre serines la diminue (GROSS et al., 2005). 
Pour ce qui est des deletions, celle des acides amines 61 a 76 fait disparattre la 
bande superieure et egalise I'intensite des deux bandes restantes, indiquant une 
perte de phosphorylation due a la perte de liaison de la MAP kinase p38oc a 
Cdx2/3 et a la deletion du site SP a I'acide amine 60. La deletion des acides 
amines 143 a 160 n'affecte pas le patron des bandes. Ce n'est pas surprenant 
lorsque Ton correle ce resultat a la phosphorylation in vitro de ce mutant, qui 
n'affecte pas la phosphorylation par la MAP kinase ERK1. La phosphorylation par 
p38a etait en partie affectee par cette deletion, mais ce resultat n'est pas 
represents par une difference dans le patron de bandes. La mutation combinee 
des quatre serines dans la portion 1-180 ameneun patron de bandes ayant une 
mobilite accrue, ce qui correle avec la perte de modifications post-
traductionnelles de la proteine. Cet effet est amplifie dans le cas de la mutation 
du motif 4S en C-terminal, ou Ton observe une bande simple, comparable a la 
proteine noh phosphorylee (GROSS et al., 2005). L'augmentation de la mobilite 
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des bandes des mutants due a la perte de phosphorylation a ete mise en 
evidence par un traitement de la proteine totale sauvage ou mutee a deux sites 
de phosphorylation avec la phosphatase PP1. Nous pouvons done conclure que 
nos mutants sont bien exprimes dans les cellules IEC-6 et que les differentes 
mutations n'affectent pas la capacite des homeodomaines a lier I'ADN. La perte 
de phosphorylation induite par les differentes mutations cause un changement 
dans la mobilite des bandes de la proteine par immunobuvardage. Nos resultats 
semblent aussi indiquer que des mutations en N- ou C-terminal pourraient alterer 
la phosphorylation de la proteine totale, suggerant une interaction entre les deux 
domaines. 
2. Les mutations de Cdx2/3 ont un effet sur la croissance et le 
phenotype des populations stables. 
La phosphorylation des facteurs de transcription peut reguler I'activite 
transcriptionnelle, le transport entre le noyau et le cytoplasme et la proteolyse 
(HOLMBERG et al., 2002). Nous avons observe I'impact de ces mutations sur le 
role de Cdx2/3 au niveau de la proliferation et de la differenciation des cellules 
IEC-6. Les cibles etudiees par RT-PCR sont des genes connus comme cible de 
Cdx2/3 ou identifies par micropuce d'ADN, travaux effectues par Sebastien 
Mdngrain. Les genes selectionnes sont P11P, Galectine 4, A2M, Myosine VII et 
XV, LBP, Nox1 et HNF4 (BOSSE et al., 2003; DANIELSEN et HANSEN, 2006; 
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MANIAK, 2001; VALENTE et al., 2008; WATT et a/., 2003). Les promoteurs de 
A2M, Galectine 4, HNF4 et LBP ont ete analyses par le programme TESS 
(Transcription Elements Search System : www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess) 
et des sites de liaison de Cdx2/3 ont ete identifies. 
A sous-confluence, la morphologie des cellules exprimant Cdx2/3 sauvage ou 
mutant differe peu, mais comparativement a la population controle, les cellules 
croissent en gros Tlots de 8 cellules et plus, probablement du a une separation 
plus difficile des cellules lors de la trypsinisation. Les courbes de proliferation 
nous ont permis de confirmer que I'expression de Cdx2/3 dans les cellules IEC-6 
accelere la proliferation par rapport a la population controle, suite a une courte 
periode de latence, pendant laquelle les cellules se divisent plus lentement que 
celles de la population controle. L'equipe qui avait obtenu des resultats 
semblables (SUH et TRABER, 1996) avait observe une periode de latence de 5 
jours, mais le niveau d'expression de Cdx2/3 dans les cellules IEC-6 differait de 
nos populations. 
A sous-confluence, la morphologie de la population exprimant Cdx2/3-S33A 
ressemble a la population controle et possede un temps de doublement a peine 
plus rapide que le type sauvage. Comme observe en phosphorylation in vitro de 
la portion 1 a 180 de Cdx2/3, la serine 33 n'est pas un site de phosphorylation 
primordial pour les kinases p38oc et ERK1, et le patron de bandes n'est pas 
affecte par la mutation. Cependant, cette population a demontre une activite 
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metabolique accrue, puisque I'acidification du milieu etait rapide. Ceci correle 
avec I'apparition d'amas de cellules continuant de s'accumuler jusqu'a 30 jours 
post-confluence et une augmentation de la densite cellulaire. Cette mutation 
n'empeche pas la formation de microvillosites, mais elle reduit de facon 
importante la transcription de genes tels HNF4, A2M, Myosine VII etXV, P11P et 
Nox1. II est possible que cette mutation, meme si elle n'affecte pas la 
phosphorylation globale de Cdx2/3 par les deux kinases etudiees in vitro, se situe 
a un site important pour la regulation de Cdx2/3 au niveau de la transcription de 
genes impliques dans la differenciation intestinale in vivo. 
La population exprimant la serine 99 mutee en alanine augmente la 
phosphorylation globale de la proteine, tel qu'observe par phosphorylation in vitro 
et par immunobuvardage de type western. Cependant, la population possede une 
morphologie, un temps de doublement, une densite de saturation et une 
formation d'amas s'apparentant a la population de type sauvage. La population 
presente une quantite de microvillosites inferieure a la population sauvage mais 
la transcription d'aucun des genes etudies n'a ete affectee par cette mutation. 
D'autres cibles, par exemple la Claudine-1, dont I'expression, selon des resultats 
preliminaires, semble dependre de. Cdx2/3, devront etre investiguees afin de 
determiner I'impact de cette mutation dans la lignee IEC-6-Cdx2/3-S99A, et si le 
patron de phosphorylation different observe en est vraiment la cause. Dans le cas 
des cibles de Cdx2/3, il faut parfois tenir compte de I'influence de HNF4a, un 
autre facteur de transcription implique dans la differenciation des cellules 
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epitheliales intestinales, puisque HNF4oc7 est induit dans les cellules exprimant 
Cdx2/3 (resultats non montres). Ceci explique que plusieurs cibles de HNF4a 
sont exprimees dans les cellules exprimant Cdx2/3. 
La mutation de la serine 60, qui a ete identifiee comme site important de la 
phosphorylation par les MAP kinases p38cc et ERK1, n'a pas mene a un 
changement de la phosphorylation globale de la proteine Cdx2/3, si on se fie au 
patron de bandes obtenu par immunobuvardage. La population exprimant la 
serine 60 mutee en alanine possede un temps de doublement inferieur a celui de 
la population sauvage et une densite de saturation inferieure a celle de la 
population sauvage et moins d'amas cellulaires. De plus, cette mutation cause 
une reduction de la transcription de HNF4, des Myosines VII et VX et des genes 
P11P et Nox1. Comme la serine 60 est egalement un site de phosphorylation par 
p38a, cette phosphorylation pourrait etre inductrice, et cela au niveau des 
villosites (HOUDE era/., 2001), contrairement a la phosphorylation inhibitrice par 
ERK1/2 dans les cryptes. Done, la serine 60 semble jouer un role dans la 
regulation de I'activite de Cdx2/3. Comme mentionne plus haul il serait 
interessant de verifier I'activite de differentes voies de signalisation sur le 
phenotype induit par le mutant S60A, en comparant a Cdx2/3. 
L'impact de la deletion des acides amines 61 a 76 correle avec les effets 
observes avec la mutation de la serine 60, mais accru. La phosphorylation 
globale de la proteine est modifiee, ce que nous avons observe in vitro. Une 
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diminution du temps de doublement et une augmentation de la densite de 
saturation par rapport au type sauvage indiquent un bouleversement de I'activite 
transcriptionnelle de Cdx2/3. La presence faible d'amas cellulaires est expliquee 
par la morphologie cellulaire. Les cellules sont plus petites et s'entassent 
beaucoup pour former un tapis tres serre, avec un peu d'empilement cellulaire. 
Les niveaux transcriptionnels de HNF4, Galectine 4, A2M et les Myosines VII et 
XV sont diminues dans la population exprimant cette deletion. La perte de la 
phosphorylation par les deux kinases, et la deletion de la proline du site SP a 
I'acide amine 60, pourrait etre une cause de ce phenomene. Le domaine 61 a 76 
pourrait en plus etre un site de liaison pour des groupements co-activateurs, ce 
qui pourrait aussi expliquer la diminution de I'activite transcriptionnelle de Cdx2/3. 
II est probable que d'autres genes impliques dans la differencial on et I'inhibition 
de la proliferation suite au contact entre cellules soient egalement affectes par 
cette deletion. Nous devons ici indiquer que les mutants site-specifiques ou 
deletion de Cdx2/3 modifient de facon non significative la stimulation au 
promoteur de la sucrase-isomaltase par essai luciferase (resultats non montres). 
Nous avons done ete incapables de mesurer les differences des differents 
mutants dans I'activite transcriptionnelle. 
La serine 156 du domaine de transactivation de Cdx2/3 est phosphorylee par les 
kinases p38oc et ERK1 mais n'affecte pas la phosphorylation de la proteine totale. 
En fait, I'impact de cette mutation prend de rimportance lorsqu'elle est couplee a 
la mutation d'une autre serine, comme la serine 60. L'effet est cependant 
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remarquable lorsque Cdx2/3 portant la mutation de cette serine est exprime dans 
la lignee IEC-6. Le temps de doublement de la population est diminue et la 
densite de saturation est augmentee par rapport a la population sauvage. La 
formation d'amas est egalement observee, qui ajoutee a I'augmentation de la 
densite de saturation, mene a I'acidification plus rapide du milieu. La mutation 
S156A n'altere pas la transcription des genes HNF4 et A2M, mais pourrait alterer 
eel le des Myosines VII et XV. 
La deletion des acides amines 143 a 160 n'affecte pas la phosphorylation de la 
proteine globale in vivo, mais la deletion de ce domaine affecte la 
phosphorylation de la proteine par essai de phosphorylation in vitro. La 
population exprimant ce mutant possede un temps de doublement inferieur a 
celle exprimant le type sauvage. La densite de saturation est nettement inferieure 
a toutes les populations generees et, comme pour la population controle, elle ne 
forme pas d'amas cellulaires et aucune microvillosite n'est apparente par 
microscopie electronique a transmission. Tous les genes etudies ont eu une 
transcription diminuee par cette deletion par rapport a la population exprimant le 
type sauvage. Ces effets globaux suggerent une perte d'activite de Cdx2/3 pour 
ce mutant de deletion qui ne peut etre attribuee a une incapacite de la proteine a 
lier I'ADN, puisque cela a ete demontre par essai de super-retention. II semble 
done que ce mutant altere I'activite transcriptionnelle de Cdx2/3 et son role dans 
la differenciation, independamment de la phosphorylation. Ce domaine pourrait 
etre important pour le recrutement de coactivateurs impliques dans le maintient et 
la stabilite du complexe transcriptionnel de base. La deletion de la serine 156 
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presente dans ce domaine n'est pas a negliger, puisque la mutation de celle-ci 
affecte la proliferation de la population IEC-6-S156A. De plus, des deletions dans 
le domaine N-terminal de Cdx2 diminue sa synergie avec HNFIcc dans 
I'activation de la transcription de la lactase phlorizine hydrolase (MITCHELMORE 
et al., 2000). Cdx2 interagit aussi avec GATA-4 et HNFIcc dans I'activation de la 
transcription de la sucrase isomaltase (BOUDREAU et al., 2002; FANG et al., 
2006). Ce domaine pourrait done etre important pour la liaison d'autres facteurs 
de transcription, tels que HNFIcc et GATA-4, pour la regulation positive de Cdx2/3 
dans I'acquisition d'un phenotype differencie. 
La mutation combinee des quatre serines comprises dans le domaine de 
transactivation agit sur la phosphorylation globale de la proteine, si on se fie au 
patron de bandes observe par immunobuvardage. Le temps de doublement ainsi 
que la densite de saturation ne differe pas beaucoup par rapport a la population 
exprimant le type sauvage. Par contre, il y a une augmentation claire au niveau 
de la formation des amas cellulaires et de I'utilisation accrue du milieu de culture 
apres 30 jours de confluence. La quantite de cellules observees ne corrobore pas 
avec la quantite d'amas cellulaire. Ceux-ci ne sont par contre pas perdus lors du 
lavage avant la trypsinisation. II est possible que cette mutation amene une 
morphologie des IEC6 qui s'entassent moins, comparativement au mutant de 
deletion des acides amines 61 a 76. L'augmentation de la quantite de 
microvillosites a egalement ete observee par microscopie electronique a 
transmission. Cependant, la transcription des genes HNF4, P11P, Nox1 et 
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Myosines VII et XV est diminuee dans la population exprimant ce quadruple 
mutant. Done, la combinaison de la mutation des quatre serines accentue le 
phenotype observe avec les mutants simples et les resultats des RT-PCRs 
concordent avec ceux observes pour les populations exprimant la mutation des 
serines 33 et 60. Tous ces resultats mis ensemble suggerent que la 
phosphorylation du domaine N-terminal pour ces quatre serines regule I'activite 
transcriptionnelle de Cdx2/3 pour certains genes cibles, et affecterait certains 
parametres du phenotype differencie. Plusieurs autres genes cibles devront etre 
investigues afin de comprendre pourquoi un phenotype differencie est toujours 
present, alors que plusieurs cibles ont perdu leur expression. II est difficile 
d'attribuer les resultats observes a la perte de la phosphorylation par une kinase 
donnee, soit ERK1/2 ou p38oc. Surtout in vivo, d'autres kinases ou d'autres 
complexes d'activation ou de repression peuvent reguler i'activite 
transcriptionnelle de Cdx2/3. Par contre, nous pouvons conclure que la perte de 
phosphorylation au niveau du domaine de transactivation de Cdx2/3 affecte 
reellement son activite transcriptionnelle dans les cellules IEC-6. 
Pour ce qui est des quatre serines du domaine C-terminal, leur mutation reduit la 
phosphorylation globale de la proteine, autant la phosphorylation in vitro, qu'/7? 
vivo. Cette perte de phosphorylation augmente le temps de doublement et la 
densite de saturation par rapport a la population sauvage. Cette population forme 
egalement plus d'amas cellulaires que la population controle, mais la quantite de 
microvillosites observees par microscopie electronique a transmission est 
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sensiblement la meme. De facon interessante, les mutations du domaine 
C-terminal n'empechent pas I'atteinte d'un debut de polarisation, I'apparition de 
microvillosites et la formation d'amas cellulaires. De plus, ces mutations affectent 
peu I'expression de genes cibles. Done, on peut conclure que les mutations des 
serines en C-terminal regulent peu I'activite de Cdx2/3 dans les cellules IEC-6. 
La deletion des acides amines 266 a 313 de la portion C-terminale affecte la 
phosphorylation de la proteine globale. Cela a ete demontre par phosphorylation 
in vitro et correle avec la perte de phosphorylation de la proteine totale due a la 
mutation des quatre serines presente dans ce domaine. Le patron de bandes n'a 
pu etre observe par immunobubardage, mais la diminution du temps de 
doublement et de la densite de saturation par rapport a la population sauvage 
suggere que cette deletion affecte I'activite . de Cdx2/3, contrairement a la 
mutation du motif 4S. Aussi, la formation d'amas est moins importante que pour 
la population sauvage et la population exprimant le mutant 4S en C-terminal. Les 
genes affectes par cette deletion, P11P, Galectine 4 et Myosines VII et XV, sont 
impliques dans la formation des radeaux lipidiques et I'adhesion cellulaire. La 
deletion du domaine 266-313 comprend non seulement le motif 4S, mais 
probablement aussi d'autres sites importants pour Pintegrite et I'activite de 
Cdx2/3. Une difference entre les effets de ces deux mutations n'est done pas 
surprenante. II est possible que le domaine 266-313 renferme un domaine de 
regulation important pour I'acquisition et le maintien d'un phenotype differencie. 
Ce domaine pourrait egalement etre implique dans la liaison de co-activateurs. 
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PERSPECTIVES ET CONCLUSION 
Au cours de mes travaux, j'ai demontre que Cdx2/3 peut etre phosphoryle, autant 
en N- qu'en C-terminal independamment, par les MAP kinases mais egalement 
par la Cdk2. J'ai egalement demontre que plusieurs serines de Cdx2/3, 
correspondant au site consensus S/P pour la phosphorylation par les MAP 
kinases, peuvent etre phosphoryles par p38cc et ERK1. Differentes combinaisons 
de mutations des serines 33, 60, 99 et 156 en N-terminal amenent une perte plus 
importante de la phosphorylation de cette portion. La mutation du motif de quatre 
serines en C-terminal amene une perte importante de la phosphorylation globale 
de la proteine totale. La deletion du domaine 61 a 76 dans la portion N-terminale, 
site d'interaction avec la MAP kinase p38a, inhibe la phosphorylation de la 
portion N-terminale et la deletion de la portion 266 a 313 diminue la 
phosphorylation de la proteine totale. 
II serait interessant d'effectuer des essais de phosphorylation in vitro avec les 
differentes constructions avec d'autres kinases, entre autres la Cdk2, la GSK3-
(3 et la PKA. II a ete demontre que la Cdk2 peut phosphoryler Cdx2/3 au niveau 
du motif 4S en C-terminal (GROSS et al., 2005) Les informations recueillies 
pourraient etre importantes pour comprendre ce qui se produit en condition in 
vivo lorsque les constructions sont exprimees dans la lignee IEC-6. II nous reste 
tout de meme a identifier la ou les kinases impliquees dans les modifications 
98 
post-traductionnelles de Cdx2/3 dans les cellules IEC-6 non-stimulees. 
L'utilisation d'inhibiteurs contre differentes kinases pourraient nous aider a 
repondre a cette question. 
J'ai egalement confirme que le site d'interaction de la MAP kinase p38a avec 
Cdx2/3 se situe aux acides amines 61 a 76. J'ai par contre demontre que le site 
d'interaction de la MAP kinase ERK1/2 se situe aux acides amines 37 a 44. 
Done, ces deux kinases n'interagissent pas au meme site de la proteine Cdx2/3. 
Si la phosphorylation differentielle par d'autres kinases est confirmee, il serait 
interessant de determiner par GST pull-down avec quels sites elles interagissent. 
De cette facon, il serait peut-etre possible de faire une correlation entre le site 
d'interaction d'une kinase et les sites qu'elle phosphoryle. J'ai aussi demontre 
que certaines mutations influent sur la phosphorylation globale de Cdx2/3. Cela a 
ete illustre par un changement dans le patron de bandes de Cdx2/3 par 
immunobuvardage. Avec d'autres patrons de bandes associees a differentes 
combinaisons de mutation, populations deja etablies dans la lignee IEC-6 mais 
qui a ete mise de cote par manque de temps, il serait interessant de pouvoir 
associer un patron de bandes a un etat de phosphorylation de la proteine, et 
peut-etre meme a un etat d'activation de la proteine. 
J'ai egalement demontre que differents domaines de phosphorylation de Cdx2/3, 
de meme que des domaines situes en N- et C-terminal, etaient impliques dans la 
regulation de son activite transcriptionnelle L'impact a pu etre observe au niveau 
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de la vitesse de proliferation, de la densite de saturation, de I'adhesion cellulaire, 
de I'acidification du milieu et de la differentiation cellulaire. 
La morphologie des cellules exprimant les differents mutants par rapport a 
Cdx2/3 pourrait etre etudiee davantage, par exemple la quantite de 
microvillosites, la presence de jonctions adherentes et de proteines d'adhesion, la 
grosseur des cellules et la capacite d'empilement. Une coloration avec le Crystal 
violet ou le Giemsa, qui sont couramment utilises pour quantifier les «foci» 
formes par les cellules cancereuses, pourraient nous donner des informations 
plus precises sur la quantite des amas et leurs grosseurs. Une correlation entre la 
densite de saturation, le nombre d'amas cellulaires et I'activite metabolique devra 
etre investiguee plus en detail. L'observation de I'utilisation du milieu etait plutot 
preliminaire, mais des essais avec I'alamar blue permettraient une meilleure 
quantification. Egalement, des tests d'apoptose pourraient etre effectues avec les 
differentes populations, comme celles creant beaucoup d'amas cellulaires, afin 
de determiner si certaines voies induisant I'apoptose sont affectees par les 
mutations ou deletions de la proteine Cdx2/3, soit par immunobuvardage 
(Caspases, Cytochrome C, etc.), ou par essais avec I'annexine V. De plus, des 
essais sont presentement en cours afin d'identifier des genes apoptotiques 
pouvant reguler Cdx2/3. Aussi, une difference dans la resistance face a des 
inhibiteurs de kinases a ete observee de facon preliminaire par essais MTT. II 
serait interessant de verifier si une mutation ou une deletion amene une survie 
independante de I'induction par les kinases. 
100 
Finalement, j'ai demontre que la mutation de serines et la deletion de domaines 
de Cdx2/3 affectent la transcription de differents genes cibles. Cependant, 
beaucoup d'autres genes restent a etre investigues : plusieurs proteines de 
I'adhesion cellulaire, comme I'occludine, les claudines et la E-cadherine et de la 
differenciation cellulaire comme la sucrase-isomaltase. II faudrait egalement 
mettre au point les essais de transfections transitoires dans les cellules 293T et 
Caco-2/15 de Cdx2/3 sauvage et mutant en presence de genes rapporteur 
exprimant le promoteur de la sucrase-isomaltase. Nous avons ete surpris de 
constater combien I'activite transcriptionnelle de Cdx2/3 est resistante a des 
deletions dans le domaine de transactivation. 
II faudrait egalement identifier les cibles directes ou indirectes. Par exemple, 
A2M, Galectine 4 et les Myosines sont induites par HNF4. Avec une population 
exprimant HNF4, il serait interessant d'etudier les memes cibles que pour Cdx2/3 
afin d'identifier lesquelles sont des cibles directes de Cdx2/3. En parallele, des 
essais de transfections transitoires dans les cellules Caco-2/15 et 293T de 
Cdx2/3 sauvage ou mutant avec le gene rapporteur exprimant le promoteur de la 
sucrase-isomaltase ayant le site de liaison de HNF1 ou Gata4 mute, seraient 
effectues afin de verifier la capacite d'induction de Cdx2/3 et de ces differents 
mutants sans I'appui de HNF1 ou Gata4. Ceci nous permettrait de verifier si la 
resistance de Cdx2/3 a des mutations est due a sa capacite a interagir avec 
d'autres facteurs de transcription, independamment du site de liaison a Cdx2/3. 
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